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Mitogen-Aktivierte Protein Kinasen (MAPK) gehören zur Serin/Threonin-Superfamilie. Eine 
der vier Hauptgruppen der MAPK wird durch die vier bekannten Isoformen der p38-MAP-
Kinasen repräsentiert. Eines der ersten bekannten Substrate von p38α,β ist die MAPKAP 
Kinase 2 (MK2). 
Ziel dieser Arbeit war die weitere Charakterisierung des Phänotyps der MK2-defizienten 
Mäuse und Zellen am Beispiel des invasiven Verhaltens der Endothelzellen im Matrigel und 
der Expression von Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und des Urokinase Plasminogen 
Aktivator Rezeptors (uPAR). 
Es konnte gezeigt werden, dass die invasive Ausbreitung der Endothelzellen in dem Aorta 
Ring Modell in MK2-defizienten Mäusen im Vergleich mit den Wildtyp (WT)-Mäusen 
deutlich schwächer war. Die Ausbreitung der Endothelzellen in WT-Mäusen konnte mit dem 
p38-Inhibitor, SB203580, signifikant gehemmt werden. In einem Zymogramm wurde gezeigt, 
dass die Aktivität von uPA in immortalisierten und primären mit UV stimulierten MK2-
defizienten Maus-embryonalen Fibroblasten (MEF) im Vergleich zum WT gesenkt war. Eine
Rückführung der MK2 in die MK2-defizienten MEFs normalisierte die uPA-Aktivität. 
SB203580, ein spezifischer Inhibitor von p38α,β, konnte in WT-Zellen die uPA-Aktivität 
signifikant hemmen. In immortalisierten und primären Makrophagen konnte gezeigt werden, 
dass die uPA-Regulation auf der Ebene der mRNA-Stabilität stattfindet. Tristetraprolin (TTP) 
ist ein Zinkfingerprotein das an mRNA bindet. In TTP- und MK2/TTP-defizienten 
Makrophagen waren die uPA-mRNA-Werte vergleichbar mit denen der WT-Zellen. Es konnte 
eindeutig gezeigt werden, dass der p38/MK2-Signalweg die uPA-Expression reguliert und es 
wurden die ersten Hinweise über die Rolle von TTP in der uPA-Regulation gelegt. 
Weiterhin wurde die Rolle von MK2 und TTP bei der HSV-1-Infektion von Fibroblasten 
untersucht. Verglichen mit WT-Zellen war in den MK2- und den TTP-defizienten 
Primärkulturen von MEFs der Eintritt der Viren unverändert. Es konnte gezeigt werden, dass 
eine HSV-1 Infektion das TTP auf der transktiptionellen und der translationellen Ebene 
stimulieren kann. Die Stimulation des TTPs in MK2-/- Zellen war im Vergleich zu WT stark 
reduziert und konnte durch SB203580-Behandlung weiter abgeschwächt werden. In einem 
Zytotoxizitätstest konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zum WT eine gesteigerte 
Resistenz der Zellen gegen eine Virusinfektion in der Reihenfolge MK2-/- Zellen, TTP-/-
Zellen auftritt. Möglicherweise ist der p38/MK2/TTP-Signalweg in die Regulation des 
Zelltodes nach einer HSV-1-Infektion involviert.




Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) belong to the Serin/Threonin-Superfamily. One of 
the four major MAPK groups is the p-38-MAP-Kinases family, which consists of four 
isoforms. The first identified and most described substrate of p38α,β is MAPK-activated 
protein kinase 2 (MK2).  
The goal of this thesis was the further characterisation of the phenotype of MK2 deficient 
mouse and cells on the examples of the invasive behaviour of the endothelial cells in the 
matrigel and the expression of the urokinase plasminogen activator (uPA) and its receptor 
(uPAR).
It has been shown in an aorta ring assay that the invasive spread of the endothelial cells in 
MK2 deficient mouse was significantly reduced compared to wild type (WT) mouse.
Treatment with SB203580 compound, a specific p38α,β-inhibitor, significantly inhibited the 
spread of the endothelial cells in WT. A significant reduction of uPA expression and activity in 
immortalised and primary MK2 deficient mouse embryonic fibroblasts (MEFs), compared to 
WT cells, in response to UV light was demonstrated by a zymogram. A transduction of the 
MK2-/- MEFs with a construct expressing WT-MK2 resulted in a rescue of the uPA activity.
uPA expression and activity in WT MEFs, on the other hand, could be significantly inhibited 
using SB203580 compound. It was shown that uPA regulation takes place on the mRNA level 
in immortalised and primary macrophages. Tristetraprolin (TTP) is a zinc finger protein, which 
binds to mRNA. The uPA-mRNA level in TTP and in MK2/TTP deficient macrophages was 
comparable to WT. It was demonstrated that the uPA expression is regulated through the 
p38/MK2 signal pathway. The results indicate the role of TTP in the regulation of uPA.
Additionally, the role of MK2 and TTP in HSV-1 infection of fibroblasts was investigated. The 
virus entry in the primary MEFs did not differ between WT, MK2-/- and TTP-/-. It was 
demonstrated that an infection with HSV-1 can stimulate TTP on the transcriptional and 
translational level. The stimulation of TTP in MK2-/- cells was significantly reduced compared 
to WT, and could be inhibited further using the SB203580 compound. In a cytotoxic assay the 
MK2-/- cells showed an increased resistance to HSV-1 infection compared to WT, and the 
TTP-/- cells were more resistant to HSV-1 compared to WT and MK2-/-. This may indicate an 
involvement of the p38/MK2/TTP-pathway in the regulation of cell death upon HSV-1 
infection.
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ASK Apoptosis signal regulating kinase
ATP Adenosin Triphosphat
BHK Baby hamster kidney
BMK Big MAP kinase





D-MEM Dulbecco's modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxide
ECGS Endothelial cell growth supplement
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGF Epidermal growth factor
EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N‘-tetraessigsäure
ERK Extracellular signal-regulated kinase
FCS Fetal calf serum (Fötales Serum des Kalbes)
GFP Green fluorescent protein (grün fluoreszierendes Protein)
Abkürzungsverzeichnis
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GM-CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor
HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic acid)
HFS Hypotonic fluorochrom solution
Hsp Heat shock protein
HSV-1 Herpex Simplex Virus-1
HuR Hu Protein R
HVEM Herpesvirus entry mediators
ICP Infected cell protein
IE Immediate-early
JNK c-jun N-terminal kinase
LB Luria Bertani (Kulturmedium)
LPS Lipopolysaccharid
MAPK Mitogen Aktivierte Protein Kinase
MAPKK Mitogen Aktivierte Protein Kinase Kinase
MAPKKK Mitogen Aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase
MEF Maus Embryonale Fibroblasten
MEK Mitogen/Extracellular-signal regulated kinase kinase
MEKK MAPK/ERK kinase kinase
MKK MAP kinase kinase
MK2 Mitogen Aktivierte Protein Kinase Aktivierte Protein Kinase 2
MK5  Mitogen Aktivierte Protein Kinase Aktivierte Protein Kinase 5
MLK Mixed lineage kinase
Abkürzungsverzeichnis
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MOI Multiplicities of infection
MOPS 4-morpho-linepropanesulfonic acid
MTK MAP three kinase




PAI Plasminogen Aktivator Inhibitor
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung
PCR Polymerase-Kettenreaktion










rpm Umdrehung pro Minute
RPMI Rosswell Park Memorial Institute Medium (Kulturmedium)
RT Raumtemperatur, definiert als 18-25 °C
Abkürzungsverzeichnis
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STAT Signal transducers and activators of transcription
TAK TGFβ-activated kinase
TAE Tris, Acetat, EDTA
TCA Trichloressigsäure
TCID Tissue culture infecting dose
α-TIF α-trans-inducing factor
TNF-α Tumor necrosis factor-α
TPL Tumor progression locus
TTP Tristetraprolin
uPA Urokinase Plasminogen Aktivator
uPAR Urokinase Plasminogen Aktivator Rezeptor






5.1 MAP Kinase Signalwege
Alle Lebewesen, vom Einzeller bis hin zu komplexen Organismen, entwickeln sich unter 
vielfältigen Umwelteinflüssen. Bei den einzelnen Umweltfaktoren kann es sich um externe 
Parameter, wie z. B. Temperatur, UV-Strahlung, osmotischer Druck oder pH-Wert, aber auch 
um den Einfluss anderer Zellen handeln. Eine spezielle Rolle innerhalb der Umweltfaktoren 
nehmen Botenstoffe ein, die die interzelluläre Kommunikation innerhalb eines Organismus 
sicherstellen; die einzelnen Zellen sind in der Lage spezifische Botenstoffe zu produzieren und 
zu sezernieren. Es handelt sich dabei z.B. um Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Hormone, die 
von bestimmten Zellen spezifisch empfangen und verarbeitet werden können. Bei der 
Aufnahme, der Verarbeitung und bei der Antwort auf diese Signale handelt es sich um sehr 
komplexe Vorgänge. Letztendlich führen diese zu biochemischen Veränderungen, wie z.B. der 
Enzymaktivität oder der Expression bestimmter Gene. Um auf ein externes Signal zu reagieren, 
entwickelten die Zellen verschiedene Systeme. Dazu gehören Zellmembranrezeptoren, 
intrazelluläre Rezeptorproteine, intrazelluläre Signalstoffe, wie Inositoltriphospat, das 
cyclisches Adenosin 3',5'-monophosphat (cAMP) und Kalzium, GTP-bindende Proteine, 
Proteinkinasen und Proteinphospathasen und eine Reihe weiterer Proteine, die mit anderen 
Signalproteinen in Wechselwirkung treten.
Die Proteinkinasen bilden eine der größten Proteinfamilie und die größte Enzymfamilie in 
höheren Zellen. Die Gene, die für die Proteinkinasen kodieren, stellen ca. 1,7 % des gesamten 
menschlichen Genoms dar (Manning et al. 2002b). Ein Vergleich der Proteinkinasen 
verschiedener Eukaryonten zeigt, dass die einzelnen Kinasen oder ganze Kinasenfamilien in 
der Evolution sehr konserviert geblieben sind. Meistens handelt es sich hier um Kinasen, die an 
den grundliegenden zellulären Prozessen beteiligt sind. Bei anderen Familien trifft man 
hingegen auf eine hohe Diversität zwischen den Organismen. Sie sind in Signalkaskaden 
eukaryontischer Zellen involviert und kontrollieren dadurch viele zelluläre Prozesse, wie 
Metabolismus, Transkription, Zellzyklus, Regulation und Modifikation des Cytoskeletts, 
Zellmigration, Apoptose und Entwicklung (Caenepeel et al. 2004). Die 
Proteinphosphorylierung ist ein wichtiger Bestandteil interzellulärer Kommunikation im 
Nervensystem als auch im Immunsystem (Manning et al. 2002a). Neben Kinasen, die 
konstitutiv aktiv sind, erfordern die meisten Kinasen eine Aktivierung. Dies geschieht nicht nur 
über meist mehrere regulatorische Phosphorylierungsorte sondern kann auch durch eine 
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Bindung eines Aktivatorsprotein oder eines Inhibitors, eine ligandenkontrollierte Bindung 
regulatorischer Untereinheiten, eine Aktivierung durch Cofaktoren, eine intrazelluläre 
Lokalisation oder eine Änderung des Oligomerisationszustandes erfolgen (Chang and Karin 
2001; Cowan and Storey 2003; Dhanasekaran 1998; Dhanasekaran and Premkumar Reddy 
1998; Whitmarsh and Davis 1998). Die Phosphorylierung durch Proteinkinasen wird durch 
Konformationsänderung des Zielproteins, direkte Bindung eines Substrates oder anderer 
Bindungspartner und Bildung einer Bindungsstelle für ein Effektormolekül reguliert. Die 
Proteinkinasen können anhand der katalytischen Domäne, die meist aus 250-300 Aminosäuren 
besteht und weiterhin in 12 konservierte Subdomänen aufgeteilt werden kann, in Familien, 
Gruppen und Subgruppen unterteilt werden. Es gibt zwei Hauptfamilien, sogenannte
Superfamilien von Proteinkinasen: die Serin/Threonin- und die Tyrosin-Kinasen (Hanks and 
Hunter 1995). 
Mitogen-Aktivierte Protein Kinasen (MAPK) bilden eine Proteinkinasenfamilie, die in 
Eukaryonten von Hefe bis zu Mensch stark konserviert sind und zu den Serin/Threonin-
Superfamilie gehört. Die vier Hauptgruppen dieser Familie bilden die extracellular signal-
regulated kinases (ERKs), c-jun N-terminal / stress-activated protein kinases (JNK/SAPK), 
p38 und ERK5 (Big MAPK) (Johnson and Lapadat 2002; Zarubin and Han 2005). Sie werden 
durch eine duale Phosphorylierung an einem Tyrosin- und Threoninrest aktiviert. Diese 
Phosphorylierungsstellen liegen in dem Motiv TXY zwischen der Subdomäne VII und VIII 
innerhalb des Aktivierungsloops der katalytischen Kinasedomäne (Hanks and Hunter 1995; Qi 
and Elion 2005), wobei X je nach Hauptgruppe Glutamat (Glu), Prolin (Pro) oder Glycin (G) 
ist (Cowan and Storey 2003; Dhanasekaran and Premkumar Reddy 1998). Die MAP Kinasen
der p38-Signalkaskade enthalten das Motiv TGY, die ERK1/2 und ERK5 das TEY und die 
JNK-Gruppe weisen das TPY-Motiv auf (Shi and Gaestel 2002). Jedes Modul dieser 
Signalkaskaden besteht aus drei verschiedenen Proteinkinasen, die sich in der Zelle linear 
anordnen und das Signal von der extrazellulären Membran in das Zellinnere weitergeben. Die 
Signale werden durch GTPasen und / oder andere Proteinkinasen an das erste Modul die 
MAPKKK weitergegeben. Die MAPKKK phosphorylieren die MAPKK und diese 
phosphorylieren weiter die MAPK. Andere Substrate für die MAPK stellen Proteinkinasen, 








































Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren, andere Substrate
Abbildung 5-1: Mitogen-Aktivierte Proteinkinasen Kaskaden. Die MAPK-Signalkaskaden setzen sich aus aktivierenden 
Proteinkinasen, die als Mitogen Aktivierten Protein Kinase Kinase Kinase (MAPKKK), Mitogen Aktivierten Protein Kinase Kinase 
(MAPKK) und Mitogen Aktivierten Protein Kinase (MAPK) bezeichnet werden. Eine aktivierte MAPKKK phosphoryliert und 
aktiviert damit eine spezifische MAPKK, die dann wiederum eine spezifische MAPK aktiviert. Die vier Hauptgruppen der MAPK-
Familie bilden die extracellular signal-regulated kinase 1,2 (ERK1,2), p38, c-jun N-terminal / stress-activated protein kinases
(JNK/SAPK) und ERK5 (BMK). Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren stellen die wichtigsten Substarte für MAP-Kinasen dar. 
Eine Signlakaskade resultiert in einer Regulation bestimmter Gene und ruft somit eine biologische Antwort auf einen Stimulus aus. 
Grafik erstellt und modifiziert nach (Dhanasekaran and Premkumar Reddy 1998; Johnson and Lapadat 2002).
Unter physiologischen Bedingungen ist die Aktivierung der MAPK transient und wird nur über 
die Phosphorylierung und nicht über ihre Expression reguliert. Eine Dephosphorylierung durch 
MAPK-Phosphatasen bringt die Kinasen in ihre inaktive Form und führt so zur 
Herabregulierung der Kinaseaktivität. Es gibt drei Familien der Phosphatasen, die Ser/Thr-, die 
Tyr- und die dualspezifischen Ser/Thr/Tyr-Phosphatasen (Tamura et al. 2002). Die MAPK-
Phosphatase-2 ist hoch spezifisch nur für ERK und JNK und die Phosphatase PAC-1 weist eine 
Spezifität für ERK und p38 und nicht für JNK auf (Chu et al. 1996). Auf der anderen Seite 
wurde demonstriert, dass MAPK-Phosphatase-1 und -4 ERK, JNK und p38 dephosphorylieren 
können (Chu et al. 1996; Muda et al. 1997). Während die dualspezifische MAPK-Phosphatase-
3 für ERK1 und ERK2, nicht aber für JNK und p38 spezifisch ist (Groom et al. 1996; Muda et 
al. 1996), dephosphoryliert die Phosphatase MAPK-Phosphatase-5 nur die JNK und p38 
(Muda et al. 1996; Tanoue et al. 1999; Theodosiou et al. 1999). Wip1 ist eine 
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Proteinphosphatase, die durch eine spezifische Dephosphorylierung am Threonin alle vier 
Isoformen von p38 inaktivieren kann (Bulavin et al. 2004). 
Bei der Dephosphorylierung und Inaktivierung der MAPKs in eukaryontischen Zellen spielen 
die dualspezifischen Proteinphosphatasen eine besondere Rolle (CAMPS et al. 2000; Keyse 
2000). Bis jetzt wurden in Säugerzellen zehn dualspezifischen Phosphatasen isoliert und 
charakterisiert (Christie et al. 2005). Aufgund der Homologie der Aminosäurensequenz, der 
Substratselektivität und der zellulären Lokalisation können diese Enzyme in drei Familien 
unterteilt werden (CAMPS et al. 2000; Keyse 2000). Eine der Familien beinhaltet induzierbare, 
nukleäre MAPK-Phosphatasen, wie DUSP1/MKP-1/CL-100, DUSP2/PAC-1, DUSP4/MKP-2 
und DUSP5/hVH-3. Zu der anderen Familie gehören DUSP8/hVH-5, DUSP10/MKP-5 und 
DUSP16/MKP-7, welche vorwiegend JNK und p38 dephosporylieren. Die dritte Gruppe 
besteht aus cytoplasmatischen Phosphatasen, wie DUSP6/MKP-3/Pyst1, DUSP7/MKP-
X/Pyst2 und DUSP9/MKP-4/Pyst3, welche vorwiegend ERK1/2 inaktivieren (Christie et al. 
2005). In den letzten Jahren wurden Hinweise bezüglich der Regulation, der katalytischen 
Mechanismen und der Substartspezifizität mancher MAPK-Phosphatasen publiziert. Bei der 
selektiven Dephosphorylierung der ERK1/2 durch DUSP6/MKP-3 bilden beispelweise die 
beiden Enzyme einen stabilen Komplex, welcher auf ein konserviertes Motiv in der Amino’ 
nicht-katalytischen Domäne der Phosphatase zurückzuführen ist (Groom et al. 1996; Muda et 
al. 1998). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Bindung von MAPKs an DUSP6/MKP-3 
ihre katalytische Aktivierung hervorruft (Camps et al. 1998; Fjeld et al. 2000; Stewart et al. 
1999). Auch andere MAPK-Phosphatasen, wie DUSP7/MKP-X/Pyst2, DUSP9/MKP-4/Pyst3, 
DUSP1/MKP-1/CL-100 und DUSP4/MKP-2 werden nach der Bindung ihrer Substrate 
katalytisch aktiv, was eventuell einen generellen Mechanismus bei der Regulation der 
Substratselektivität der MAPK-Phosphatasen andeutet (Camps et al. 1998; Chen et al. 2001; 
Dickinson et al. 2002; Dowd et al. 1998; Slack et al. 2001).    
Eine wichtige Komponente der Regulation der Signaltransduktion ist die Bildung von 
Komplexen zwischen den Proteinkinasen und anderen Molekülen des Signalweges oder mit 
Ankerproteinen und Scaffold-Proteinen. Durch Ankerproteine wird eine Lokalisation der 
Bindungspartner an spezifischen zellulären Kompartimenten bzw. spezifischen Substraten 
gewährleistet, während Scaffold-Proteine in der Lage sind, aus verschiedenen Signalmolekülen 
Multienzymkomplexe zu bilden (Whitmarsh and Davis 1998). Eine Signalweiterleitung ist in 
diesen Multienzymkomplexen schneller und effizienter. Auf der anderen Seite werden dadurch 
Kreuzreaktionen mit anderen Signalwegen verhindert. MP1 wurde als ein Scaffold-Protein der 
ERK1 und MEK1 beschrieben, das jedoch nicht an ERK2 und MEK2 bindet (Schaeffer et al. 
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1998). Für die JNK-Signalkaskade ist JIP1 als Scaffold-Protein bekannt, das spezifisch an 
JNK1 und MKK7 bindet (Whitmarsh and Davis 1998). Manche Kinasen besitzen keine 
katalytische Aktivität, da ihnen einer der hochkonservierten katalytischen Reste fehlt (Manning 
et al. 2002a; Manning et al. 2002b). Es wird postuliert, dass diese Kinasen u. a. die Funktion 
der Scaffold-Proteine übernehmen (Caenepeel et al. 2004). Die Signalkaskaden der 
Proteinkinasen sind keine starren Module. Vielmehr können verschiedene Subtypen der 
Proteinkinasen zu unterschiedlichen Modulen rekrutiert werden. Bestimmte Kinasen nehmen 
an verschiedenen Signalwegen teil und sind so an vielen unterschiedlichen Prozessen beteiligt. 
Generell sind die ERK1/2-Module in Zellteilung, Migration und Zellüberleben involviert, 
während JNK-Signalwege Apoptose, Inflammation und Tumorgenese beeinflussen (Cowan 
and Storey 2003). Die Substrate der MAPK sind unterschiedlich und umfassen 
cytoplasmatische und nukleäre Proteine. Die meistbeschriebene Funktion der MAPK ist eine 
Regulation der Genexpression durch eine Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren. 
Typisch für die durch MAPK regulierten Transkriptionsfaktoren ist, dass sie als Dimere 
vorliegen bzw. durch die Aktivierung dimerisieren (English et al. 1999). Substrate des 
ERK1/2-Signalweges sind z. B. andere Enzyme, wie MAPKAP-K1, Phospholipase A2; 
Transkriptionsfaktoren, wie Elk-1, Ets-1, Sap1a, m-Myc; STAT-Proteine, wie Stat3; 
Adapterproteine, wie Sos und Wachstumsfaktorrezeptoren, wie EGF (Denhardt 1996). JNK 
wurde zunächst beschrieben als der Hauptaktivator von c-Jun, das zu einer Aktivierung des 
AP-1 Transkriptionsfaktors führt (Shaulian and Karin 2002). Inzwischen wurde über andere 
Transkriptionsfaktoren, die durch JNK reguliert werden, berichtet. Dazu gehören ATF-2, Elk-
1, Myc, Smad3, p53, NFAT4, DPC4 und MADD (Atfi et al. 1997; Zhang et al. 1998).   
5.2 p-38-MAP Kinase
Die p38-MAP Kinase (p38) bildet eine der vier Hauptgruppen der MAPK. Die p38 MAPK-
Signalkaskade wird durch Stress und Zytokine aktiviert, was zu einer Phosphorylierung der 
zentralen p38-Kinase führt. Es sind vier Isoformen der p38-Kinase bekannt. Zunächst wurde 
p38 (p38α) als ein 38-kDa-Protein isoliert, das unmittelbar nach einer LPS-Stimulation am 
Tyrosin phosphoryliert wird (Han et al. 1993). Parallel wurde p38 als eine aktivierende Kinase 
für MK2 in mit IL-1 oder Arsenit stimulierten Zellen identifiziert (Freshney et al. 1994; Rouse 
et al. 1994). Inzwischen wurden drei weitere Isoformen p38β (Jiang et al. 1996), p38γ (Cuenda 
and Dorow 1998; Lechner et al. 1996; Li et al. 1996) und p38δ (Jiang et al. 1997; Kumar et al. 
1997)? kloniert. Die Aminosäurensequenzen der vier Isoformen weisen eine 60%ige Identität
auf (Zarubin and Han 2005). Auf der anderen Seite weisen die Sequenzen nur eine 40-45%ige 
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Identität zu anderen MAPK auf (Ono and Han 2000; Zarubin and Han 2005). Während p38α
und p38β ubiquitär exprimiert werden (Jiang et al. 1996), sind p38δ und p38γ unterschiedlich 
in verschiedenen Geweben exprimiert. p38γ wird hauptsächlich im Skelettmuskel (Lechner et 
al. 1996; Li et al. 1996) und p38δ in Lunge, Nieren, Hoden, Pankreas und im Dünndarm 
exprimiert (Kumar et al. 1997). Die Expression der p38-Isoformen ändert sich auch in 
Abhängigkeit von der Differenzierung und im Laufe der Entwicklung. Es wurde berichtet, dass 
p38γ während der Muskeldifferenzierung induziert wird und dass die p38δ-Expression vom 
Entwicklungsstadium der Mausembryos oder der adulten Mäusen abhängig ist (Hu et al. 1999; 
Lechner et al. 1996). Zwei der Isoformen, p38α und p38β, wurden als Zielmoleküle der 
Cytokine-Suppressive-Anti-Inflamatory-Drug (CSAD) beschrieben (Lee et al. 1994). Es 
handelt sich um eine Reihe von Pyridinyl-Imidazolverbindungen, die spezifisch diese 
Isoformen durch eine kompetitive Bindung an der ATP-Bindungsstelle inhibieren. Durch 
Einsatz dieser Verbindungen, wie SB203580 und SB202190, wurde die weitere 
Charakterisierung der Rolle von p38 erleichtert. Diese Substanzen zeigen besonders in 
niedrigen Konzentrationen eine hohe Spezifität für p38, in hohen Konzentrationen werden 
jedoch auch andere Kinasen, wie RICK (Argast et al. 2005), LCK, PKBα, GSK3β, c-Raf und 
JNK2β1 inhibiert (de Laszlo et al. 1998). Es wird vermutet, dass die Spezifität dieser 
Verbindungen zu p38α und p38β durch die der ATP-Bindungsstelle benachbarten 
Aminosäuren vermittelt wird, die mit den Inhibitoren interagieren (Gum and Young 1999; 
Lisnock et al. 1998; Tong et al. 1997).    
Wie alle MAPK wird p38 durch eine duale Phosphorylierung aktiviert. MKK3 und MKK6 sind 
die wichtigsten Aktivatoren der p38-Kinase (Shi and Gaestel 2002). MKK3 und MKK6 weisen 
eine 80%ige Identität in der Aminosäurensequenz auf, unterscheiden sich jedoch in der 
Spezifität zu den p38-Isoformen. Während MKK6 alle vier Isoformen aktiviert, kann MKK3 
p38β nicht phosphorylieren (Dhanasekaran and Premkumar Reddy 1998). Die Substrate der 
p38-Kinase umfassen andere Kinasen, Transkriptionsfaktoren und andere Proteine. 
MAPKAPK2 (MK2) wurde als erstes p38-Substrat beschrieben. Es wurde in vitro eine 
Aktivierung von MK2 durch p38α gezeigt. Parallel konnte in vivo eine Inhibierung der MK2-
Aktivierung durch SB203580 beobachtet werden (Freshney et al. 1994; Rouse et al. 1994). 
Eine weitere durch p38 aktivierbare Kinase ist die MAPKAPK3 (MK3), die eine 70%ige 
Identität in der Aminosäurensequenz mit MK2 aufweist. Beide enthalten eine prolinreiche 
Domäne, haben die gleichen regulatorischen Phosphorylierungsstellen und einen ähnlichen C-
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Terminus. Die Aktivierung der MK3 kann ebenfalls durch SB203580 inhibiert werden (Kumar 
et al. 1997; McLaughlin et al. 1996).
Andere Kinasen, die durch p38 aktiviert werden, sind MAPK-Interacting Protein Kinase 1 
(MNK1), Mitogen- and Stress-Activated Protein Kinase-1 und -2 (MSK1, MSK2) und 
Caseinkinase 2 (CK2) (Shi and Gaestel 2002). p38 ist auch in der Lage verschiedene 
Transkriptionsfaktoren, wie Monocyte Enhancer Factors 2C und 2A (MEF 2C, MEF2A) (Zhao 
et al. 1999), Ternary Complex Factor SAP1 (Janknecht and Hunter 1997), p53 (Huang et al. 
1999) und Signal Transducer and Activator of Transkription 1 (STAT1) (Kovarik et al. 1999)
direkt zu phosphorylieren. 
In anderen Eukaryonten wurden Homologe von p38 identifiziert und kloniert. Beispielweise 
sind das Hog1 in Saccharomyces cerevisiae (Brewster et al. 1993) und Spc1/Sty1 in 
Schizosaccharomyces pombe (Shiozaki and Russell 1995), welche in die Verarbeitung der 
extrazellulären Stressstimuli, wie durch Zitronensäure (Lawrence et al. 2004), in der 
Osmoregulation und in die Regulation des Zellzyklus involviert sind. In Säugertieren wird p38 
durch eine Reihe von Umwelteinflüssen aktiviert. Eine besondere Rolle spielt p38α im 
Immunsystem bei der Inflammation (Han et al. 1994). Eine p38α-Aktivierung wurde in LPS-
stimulierten Makrophagen (Han et al. 1994), in TNF-stimulierten Endothelzellen (Pietersma et 
al. 1997), in IL-17-stimulierten Chondrocyten (Shalom-Barak et al. 1998), in der mit IL-18-
stimulierten Monocyten-Zelllinie U1 (Shapiro et al. 1998) und in PMA-stimulierten humanen 
Neutrophilen beobachtet (Krump et al. 1997). Die Bedeutung von p38 wurde in verschiedenen 
in vivo Tiermodellen gezeigt. So konnte eine p38-Inhibierung durch SB203580 die 
Sterblichkeit von mit Endotoxinen behandelten Mäuse senken (Badger et al. 1996). 
Verschiedene Wachstumsfaktoren, wie Granulocyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender 
Faktor (GM-CSF), Fibroblasten-Wachstumsfaktors (FGF), Erythropoetin, 
Nervenwachstumsfaktor (NGF), Insulinähnlicher Wachstumsfaktor (IGF), Blutplättchen-
Wachstumsfaktor (PDGF), vaskulärer Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) sind in der Lage 
p38α in verschiedenen Zelltypen zu aktivieren (Ono and Han 2000). Auch andere Stimuli, wie 
transformierender Wachstumsfaktor-β (TGF)-β, vasoaktive Peptide, Hitzeschock und Ischämie 
können p38α aktivieren (Ono and Han 2000).
Der p38-Signalweg ist in die Regulation der Transkription und der posttranskriptionellen 
Genexpression involviert. Nach einer Stimulation mit UV oder mit Anisomycin (Hazzalin et al. 
1997) oder nach einer Virusinfektion (Huttunen et al. 1998) reguliert p38 die Expression von 
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Genen, wie c-fos, fosB, c-jun und junD. Eine Inhibierung von p38 blockiert die Translation von 
TNFα und IL-6 (Lee et al. 1994). Die mRNAs, deren Translation bzw. Stabilität durch p38 
beeinflusst ist, beinhalten in der 3’ nichttranslatierten Region (UTR) einen oder mehrere 
Adenosin- und Uridin-reiche Elemente (ARE). Dazu gehören u.a. TNF, Cyclooxygenase 2, 
Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA), IL-3, IL-6 und IL-8 (Shi and Gaestel 2002). Es gibt 
Hinweise, dass MK2 und ihre Substrate, das kleine Hitzeschockprotein (Hsp27) oder das 
mRNA-bindende Protein Tristetraprolin (TTP) in die Prozesse involviert sind, die mRNA-
Stabilität regulieren (Carballo et al. 2001; Lasa et al. 2000). 
Apoptose ist eine der Antworten der Zellen auf Stress und es gibt eine Reihe von Hinweisen, 
dass die p38-Signalkaskade an der Regulation dieses Prozesses beteiligt ist. Es besteht eine 
Korrelation zwischen der p38-Aktivierung und dem durch NGF induzierten Zelltod in PC12-
Zellen (Kummer et al. 1997) oder dem Fas-vermittelten Zelltod in Jurkat-Zellen (Juo et al. 
1997). Die Rolle von p38 in der Apoptose ist vom Zelltyp und vom Stimulus abhängig 
(Nebreda and Porras 2000). p38 wurde auch als eine anti-apoptotische MAP Kinase in 
Kardiomyocyten, DNA-beschädigten Fibroblasten, Endothelialzellen nach einer 
Sauerstoffunterversorgung, differenzierenden Neuronen, und aktivierten Makrophagen 
beschrieben (Porras et al. 2004). Auf der anderen Seite ist p38 in der Lage das apoptotische 
Zellsterben in Neuronen (De Zutter and Davis 2001) und in Kardiozyten (SAURIN et al. 2000)
zu vermitteln. Eine proapoptotische Rolle von p38 wurde in anderen Zelltypen nach einer 
Stimulation mit TNFα (Valladares et al. 2000), Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 
(Edlund et al. 2003) oder oxidativem Stress beschrieben (Zhuang et al. 2000). p38 kann auf 
unterschiedliche Weise die Apoptose beeinflussen. Eine zentrale Rolle in der Apoptose 
nehmen die Cysteinproteasen, die sogenannten Caspasen ein. Es wurde gezeigt, dass eine 
Überexpression einer dominant aktiven MKK6b eine Caspaseaktivität und somit den Zelltod 
induziert (Huang et al. 1997). In den Gedächtnis-B-Lymphozyten wurde gezeigt, dass ein 
Entzug von nerve growth factor (NGF) aus dem Kulturmedium zu einer Phosphorylierung von 
p38 und ihrer Translokation zu den Mitochondrien führte. Gleichzeitig wurde das Bcl-2 
phosphoryliert, was die Freisetung des Cytochroms C aus Mitochondrien stimulierte und somit 
die Apoptose initiierte. Bei einer Behandlung dieser Zellen mit exogenem NGF wurde p38 
nicht aktiviert, wodurch Bcl-2 nicht phosphoryliert und das Cytochrom C nicht freigesetzt
wurde (Torcia et al. 2001).  
Auch die Regulation und die Modifikation des Cytoskeletts und die Zellmigration wird von der 
p38 beeinflusst (Hedges et al. 1999). Dies wird durch MK2 und ihr Substrat, das kleine 
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Hitzeschockprotein Hsp 25/27, vermittelt, das in die Aktinpolymerisation involviert ist 
(Benndorf et al. 1994; Lavoie et al. 1993). Die nicht-phosphorylierte Form von Hsp25/27 
konnte in vitro an das Barbed-End von Aktinfilamenten binden und somit die 
Aktinpolymerisierung inhibieren (Benndorf et al. 1994). Rekombinantes, von MK2 
phosphoryliertes Hsp27 erhöhte die Aktinpolymerisation (Butt et al. 2001).
Die Rolle von p38α in der Embryogenese scheint essentiell zu sein. Ein gezieltes Ausschalten 
des Genes ist für das Embryo letal (Allen et al. 2000), da die Entwicklung der Plazenta gestört 
ist (Adams et al. 2000). Die Defekte der Plazenta sind auf gestörte Angiogenese 
zurückzuführen und manifestieren sich am Tag E10.5 nach der Befruchtung. Die Ausbildung 
der Labyrinthschicht der Plazenta wird nahezu komplett unterbunden und die Bildung der 
Spongiotrophoblasten ist signifikant reduziert. Diese Fehlbildungen werden auf das 
Unterbleiben der Vaskularisation und auf die erhöhte Rate der Apoptose zurückgeführt 
(Mudgett et al. 2000). Mudgett und Kollegen beschrieben dass, die abnormale Angiogenese 
nicht nur auf die Plazenta beschränkt ist, sondern auch im Embryo beobachtet wird (Mudgett et 
al. 2000). Durch eine Aggregierung von tetraploiden (p38α+/+) und diploiden (p38α-/-) 
Embryos in dem Morula-Stadium konnten die Defekte in der Plazenta rückgängig gemacht 
werden und die p38α-/- Embryos entwicketen sich dann normal, was darauf hinweist, dass 
p38α eine Rolle bei der Organogenese der Plazenta und nicht des Embryos spielte (Adams et 
al. 2000). Eine in vitro Behandlung von Embryos im zwei Zellen Stadium mit spezifischen 
p38-Inhibitoren, wie SB220025 und SB203580 stoppte die Embryonalentwicklung bereits im 
Stadium von acht bis 16 Zellen (Natale et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass der spezifische 
Inhibitor von p38 SB203580 selektiv die Umhüllung der Endothelzellen durch glatte 
Muskelzellen und Perizyten im heranreifenden neuen Gefäß hemmt. Somit entstehen defekte 
Endothelgefäße (Zhu et al. 2003). Durch eine Überexpression mit MKK6, einem p38-
Aktivator, konnte die Zahl der umhüllenden Zellen erhöht werden (Zhu et al. 2003). Das 
Wachstum und die Ausbreitung der mit Angiopoetin-1 stimulierten Endothelzellen wurden 
durch SB203580 nicht beeinflusst (Zhu et al. 2003).
Durch Generierung von p38α knockout Mäuse wurden neben den bereits beschriebenen 
Defekten in der Embryogenese auch Veränderungen in der Erythropoese beschrieben. Tamura 
und Kollegen zeigten, dass manche der p38α-/- Embryos den Tag E11,5 bis E12,5 überlebten, 
sich weiter entwickenten und ihre Morphologie unauffällig war. Aufgrund von Defekten in der 
Erythropoese, die auf verringerte Expression von Erythropoetin (Epo) zurückzuführen sind, 
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wiesen sie jedoch Anämien auf (Tamura et al. 2000). Es wurde suggeriert, dass p38 die 
Regulation von Erythropoetin auf der postranskriptionellen Ebene, insbesondere durch die 
Regulation der mRNA-Stabilität, stattfindet.
5.3 MAPKAP Kinase 2 (MK2)
Die MK2 wurde als erstes Substrat für p38 beschrieben (Freshney et al. 1994; Rouse et al. 
1994). Das Protein besteht aus einem N-terminalen Prolin-reichen Motiv (Engel et al. 1993; 
Stokoe et al. 1993; Zu et al. 1994), einer katalytischen Domäne und einem C-terminalen 
regulatorischen Bereich. Innerhalb der katalytischen Domäne existieren eine regulatorische 
Phosphorylierungsstelle in der Aktivierungsschleife (T222 in MK2 des Menschen) (Ben-Levy 
et al. 1995; Engel et al. 1995) und eine zweite nah benachbarte regulatorische 
Phosphorylierungsstelle in der Subdomäne (T272) (Ben-Levy et al. 1995). Der C-Terminus der 
MK2 enthält eine dritte regulatorische Phosphorylierungsstelle (T334 in MK2 des Menschen) 
(Ben-Levy et al. 1995; Stokoe et al. 1992a), ein Kernlokalisationssignal (Engel et al. 1993; 
Stokoe et al. 1993), ein Kernexportsignal (Ben-Levy et al. 1998; Engel et al. 1998) und ein 
autoinhibitorisches Motiv (Ben-Levy et al. 1995; Zu et al. 1994). Eine Phosphorylierung am C-
terminalen T334 führt zu einer Konformationsänderung, wodurch das autoinhibitorische 
Element inaktiviert und das Kernexportsignal aktiviert wird. Daraus resultiert eine Aktivierung 
und Translokation der MK2 vom Nukleus ins Cytoplasma (Ben-Levy et al. 1998; Engel et al. 
1998; Neininger et al. 2001). Es wurde beschrieben, dass nach einer Stressstimulation p38α an 
den C-Terminus von MK2 im Zellkern zum Teil binden kann und dadurch zusammen mit 
MK2 aus dem Kern co-exportiert wird (Ben-Levy et al. 1998; Engel et al. 1998; Neininger et 
al. 2001). Es wurden zwei verschiedene humane und murine Isoformen der MK2 detektiert,
welche unterschiedlich im Gel laufen und deren Banden etwa dieselbe Stärke aufweisen. Da in 
den MK2-/- Mäusen beide Isoformen fehlen, handelt es sich entweder um zwei verschiedene 
Splicing-Varianten oder sie entstehen durch posttranslationelle Modifikation des Proteins. In 
Menschen wurden zwei verschiedene cDNAs für MK2 isoliert, welche für Proteine mit 
unterschiedlichen C-Termini (MK2-CT1 und MK2-CT2) kodieren. Das Translationsprodukt 
dieser cDNA weist eine unterschiedliche Affinität zu p38 (Kotlyarov et al. 2002) und ein 
unterschiedliches Translokationsverhalten auf.
MK2-defizienten Mäuse entwickeln sich normal, sind fertil und zeigen keine morphologichen 
Veränderungen (Kotlyarov et al. 1999). Die Tiere weisen eine erhöhte Resistenz gegen 
endotoxischen Schock auf, was auf eine Reduktion von TNFα zurückzuführen sein könnte
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(Kotlyarov et al. 1999). In MK2-defizienten Makrophagen und Milzzellen wurde die Rolle 
dieses Enzyms in der Biosynthese von Zytokinen, wie TNFα, IL-6, INFγ, IL-1β und IL-10, 
gezeigt. In den mit LPS-stimulierten Zellen ist die Proteinmenge dieser Zytokine signifikant 
erniedrigt (Kotlyarov et al. 1999). Während die Expression von TNFα in den stimulierten 
Zellen auf 10 % der WT-Zellen gesenkt war, wurde keine deutliche Reduktion von TNFα-
mRNA beobachtet. Das spricht für eine post-transkriptionelle Regulation auf der Ebene 
Translation durch MK2. Die mRNA von TNFα enthält in der 3’-untranslatierten Region
Adenosin- und Uridin-reiche Elemente (ARE), die in die Kontrolle der Translation involviert 
sind indem sie die Deadenylierung der mRNA und ihre Degradierung durch Exosomen 
stimulieren. In Makrophagen von MK2- und TNFα-ARE-defizienten Mäusen war die TNFα-
Menge nach LPS-Stimulation im Vergleich zu WT-Mäusen nicht verändert (Neininger et al. 
2002). Die Synthese von TNFα wird, abhängig von den ARE-Elementen, auf der post-
transkriptionellen Ebene reguliert, indem die Translation inhibiert ist. Auch die Expression 
anderer Zytokine wie, IL-1, IL-6 oder IFNγ, wird auf der post-transkriptionellen Ebene 
reguliert. Da jedoch nach einer LPS-Stimulation sowohl die Protein- als auch die mRNA-
Menge dieser Zytokine gesenkt war, ist ihre defekte Expression auf eine herabsetzte mRNA-
Stabilität zurückzuführen (Kotlyarov et al. 1999).
Nach einer Stressstimulation bilden p38 und MK2 einen Komplex und wandern ins 
Cytoplasma (Ben-Levy et al. 1998; Engel et al. 1998). In MK2-defizienten Zellen ist die p38-
Menge signifikant verringert, was für eine p38-stabilisierende Rolle von MK2 spricht 
(Kotlyarov et al. 2002). Ein MK2-knockout ist somit ein partieller p38-knockout. Um 
auszuschließen, dass der beobachtete Phänotyp der MK2-defizienten Zellen, wie die gesenkte 
TNFα-Produktion, auf die Reduktion von p38 zurückzuführen ist, wurden verschiedene MK2-
Mutanten in die Zellen zurückgebracht. Diese konnten entweder p38 stabilisieren und ins 
Cytoplasma exportieren, zeigten aber keine katalytische Aktivität, oder sie konnten p38 nicht 
stabilisieren und nicht ins Cytosol exportieren, zeigten jedoch eine katalytische Aktivität. 
Dadurch wurde gezeigt, dass MK2 über den C-Terminus p38 stabilisiert und diese 
Stabilisierung von der katalytischen Aktivität der MK2 unabhängig ist. Eine Stabilisierung von 
p38 durch eine katalytisch inaktive MK2 zeigte keinen Einfluß auf die TNFα-Produktion. Es 
wurde demonstriert, dass die katalytische Aktivität von MK2 für die TNFα-Produktion 
essentiell ist. Das weist darauf hin, dass die Defekte in der TNFα-Produktion in den MK2-
defizienten Zellen in erster Linie auf das Fehlen der MK2 und nicht der p38 zurückzuführen 
sind. Eins der cytoplasmatischen Substrate für MK2 ist das kleine Hitzeschockprotein 
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Hsp25/27 (Guay et al. 1997; Hannigan et al. 2001; Hedges et al. 1999; Stokoe et al. 1992b). 
Das nicht phosphorylierte Hsp25/27 bindet an die Barbed-Aktinenden und inhibiert ihre 
Polymerisierung. Eine Phosphorylierung von Hsp25/27 blockiert diese Inhibierung und lässt 
somit die Aktinpolymerisierung zu (Benndorf et al. 1994; Gerthoffer and Gunst 2001). Die 
Polymerisierung und die Modellierung von Aktin spielt eine große Rolle bei der Bildung von 
Membranausstülpungen wie Lamellipodien und Fillopodien, welche die gezielte Bewegung der 
Zellen vorantreiben (Gerthoffer and Gunst 2001). In MK2-defizienten Makrophagen wurde 
gezeigt, dass die Bildung der Filopodien nach einer Stimulation mit PDGF, TNF oder VEGF 
verglichen mit WT signifikant gesenkt ist (Kotlyarov et al. 2002). Auch die Migration der 
immortalisierten Fibroblasten und primären glatten Muskelzellen durch eine mit Fibronektin 
beschichtete Membran war in einem Stimulusgradienten von PDGF oder IL-1 signifikant 
gesenkt. Durch den Einsatz von MK2-Mutanten wurde gezeigt, dass sowohl die N-terminale 
Prolin-reiche als auch die katalytische Domäne für eine effektive Regulation der Migration 
notwendig sind (Kotlyarov and Gaestel 2002). 
Die Aktivität der endogenen p38 korreliert mit einer Metastasenbildung bei Brusttumoren und 
der Invasion der Tumorzellen in die extrazelluläre Matrix (Huang et al. 2000). Eine 
Behandlung der Brusttumorzelllinie BT549 mit dem p38-Inhibitor SB 203580 führte zu einer
verringerten mRNA- und Protein-Menge von Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und 
seinem Rezeptor (uPAR) und nahm diesen Zellen die Fähigkeit zu migrieren (Huang et al. 
2000). Urokinase Plasminogen Aktivator ist eine Serinprotease, die von Zellen sezerniert wird 
und dort nach einer Bindung an ihren Rezeptor (uPAR) spezifisch die Umwandlung von 
Plasminogen zu Plasmin katalysiert. Plasmin ist eine Serinprotease mit einer breiten Spezifität, 
die u.a. für die Degradation der extrazellulären Matrix und für die Aktivierung weiterer 
Proteasen, wie Matrixmetaloproteasen (MMP) zuständig ist (Pepper 2001). Diese Prozesse 
spielen eine wichtige Rolle bei der Zellmigration, der Angiogenese, der Tumormetastasierung 
und in der embryonalen Entwicklung. Eine erhöhte uPA Expression wurde in Brust-, Prostata-
und Darmtumoren bei Menschen beobachtet (Chen et al. 2001). Eine Überexpression der 
Zellen mit MKK3 und MKK6, die p38 aktivieren können, erhöhte die uPA-Expression. Auf 
der anderen Seite wurde gezeigt, dass eine dominant negative Mutante von MK2 die uPA-
Expression senken, die uPA-mRNA destabilisieren (Han et al. 2002) und die Migration der mit 
VEGF-stimulierte Endothelzellen inhibieren konnte (Yu et al. 2004). Dominant negative 
Mutanten von MKK6, p38β, p38δ und MK3 zeigten keinen Einfluss auf das migratorische 
Verhalten der Endothelzellen (Yu et al. 2004). Auch die Protein-Menge von uPA konnte durch 
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Überexpression mit dominant negativen Mutanten von MKK3, p38α, p38γ und MK2 
signifikant gesenkt werden. Dies deutet auf eine Korrelation zwischen der Zellmigration und 
der Expression von uPA, die durch den MKK3-p38α/γ-MK2-Signalweg reguliert werden. Die 
bekannten Aktivatoren von uPA sind Wachstumsfaktoren, wie FGF-2 (Fibroblast Growth 
Factor) (Miralles et al. 1998b; Witowsky et al. 2003), VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor) (Yu et al. 2004), Integrine, wie Vitronectin (Chen et al. 2001), Serum (Miralles et al. 
1998b), PMA (Shetty and Idell 2000), Hormone und Zytokine (Pepper 2001). UV-Licht wird 
als uPA-Stimulus diskutiert. UV führt in der Regel zu DNA-Schädigungen, welche 
verschiedene Hauttumore hervorrufen können. Gleichzeitig werden die Gene transkribiert, 
deren Produkte eine schützende Funktion nach der UV-Stimulation ausüben, was allgemein als 
UV-Antwort bezeichnet wird. UV-Signale können drei Gruppen der MAP-Kinasen aktivieren, 
die ERK1/2, JNK und p38 (Miralles et al. 1998a). uPA wurde als eins der ersten Proteine 
beschrieben, welches in humanen Xeroderma Pigmentosum-Zellen durch UV induzierbar war 
(Miskin and Ben-Ishai 1981). Miralles und Kollegen beschrieben, dass UV-C die Expression 
von uPA mRNA in NIH 3T3 murinen Fibroblasten stimulieren kann und dass dieser Prozess 
von JNK und nicht von ERK oder von p38 abhängig ist (Miralles et al. 1998a). 
Die mRNAs von uPA und uPAR enthalten in der 3’untranslatierten Region ARE, die für die 
Instabilität dieser mRNAs verantwortlich sind. Es wurde gezeigt, dass der mRNA-
stabilisierende Faktor HuR die mRNAs von uPA und uPAR stabilisieren kann (Tran et al. 
2003). In Tumorzelllinien, die eine erhöhte endogene Expression von uPA aufweisen, wurde 
HuR mittels RNAi-Technik ausgeschaltet. Dies führte zu einer signifikanten Senkung von 
uPA- und uPAR-mRNA. Gleichzeitig gibt es Hinweise dafür, dass MK2 bei der Akkumulation 
von HuR im Cytoplasma involviert ist und dadurch die Expression von uPA und uPAR 
beeinflüssen kann (Tran et al. 2003).    
Es wurde eine MK2 ähnliche Kinase, genannt 3pK (Sithanandam et al. 1996) bzw. MK3 
(McLaughlin et al. 1996), beschrieben. MK2 und MK3 weisen in der Aminosäurensequenz 
eine 70%ige Identität auf und die Proteinstruktur beider Proteine ist ähnlich, MK3 hat ein N-
terminales Prolin-reiches Motiv, die gleichen Phosphorylierungsstellen und einen ähnlichen C-
Terminus. Nach einer Stressstimulation wandert MK3 ins Cytoplasma. Auch die Aktivatoren 
und die Substrate von MK3 und von MK2 unterschieden sich nicht signifikant (Clifton et al. 
1996). Durch den spezifischen p38-Inhibitor, SB203580, konnte die MK3-Aktivierung 
bockiert werden (Clifton et al. 1996; Kumar et al. 1997; McLaughlin et al. 1996).      
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5.4 MAPKAP Kinase 5 (MK5)
Die Mitogen aktivierte Proteinkinase aktivierte Proteinkinase 5 (MK5) wurde zunächst als eine 
p38-regulierte/aktivierte Proteinkinase (PRAK) beschrieben (New et al. 1998). Es ist eine 
Serin/Threonin Kinase, die in der Nukleotidsequenz eine etwa 40%ige Identität zu MK2 und
MK3 aufweist und in unstimullierten Zellen im Zellkern lokalisiert ist. Das Protein enthält eine 
Kinasedomäne und einen Kernlokalisationssignal. Während MK2 und MK3 
Phosphorylierungstellen in der Region zwischen der katalytischen Domäne und dem C-
Terminus beinhalten, fehlen diese in MK5. New und Kollegen (New et al. 1998) beschrieben, 
dass p38α und p38β nach einer Stress- und Zytokinstimulation MK5 phosphorylieren, was als 
Folge zu einer Phosphorylierung von Hsp25/27 in vivo führt. Parallel wurde gezeigt, dass MK5 
in vitro ein Substrat für ERK und p38 ist (Ni et al. 1998).
Durch eine homologe Rekombination wurde die MK5 in Mäusen deletiert (Shi et al. 2003). 
Die Mäuse entwickeln sich normal, sind fertil und zeigen keine Veränderungen in der 
Gewebemorphologie. Es wurde allerdings beobachtet, dass die embryonale Letalität bis zum 
Tag E11 erhöht ist und die MK5-defizienten Mäuse im Vergleich zu WT-Mäusen nach der 
Geburt etwas kleiner sind. Die MK5-defizienten Mäuse zeigen im Gegensatz zu den MK2-
defizienten Mäusen keine erhöhte Resistenz gegenüber einem endotoxischen Schock, da ihre 
Zytokinproduktion nach einer LPS-Stimulation nicht gesenkt ist. Außerdem wurde gezeigt, 
dass das endogene MK5 das Hsp25/27 in vivo und in vitro nicht phosphorylieren konnte (Shi et 
al. 2003). 
2004 wurde in einem two-hybrid assay nur eine schwache Interaktion zwischen MK5 und p38 
und eine ca. zehnfach stärkere Interaktion zwischen MK5 und ERK3 gezeigt (Schumacher et 
al. 2004). ERK3 ist, im Vergleich mit anderen ERKs, eine untypische Kinase, da sie kein 
Threonin- und Tyrosinrest in der Aktivierungsschleife besitzt und durch Proteinstabilität 
und/oder Autophosphorylierung reguliert wird. Eine Interaktion zwischen MK5 und ERK3 
konnte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden. Eine Überexpression von ERK3 in 
Zellen führt zu einer Translokation von MK5 vom Zellkern ins Cytoplasma, zu einer 
Aktivierung der MK5 und zur Phosphorylierung von MK5 und ERK3. Die Aktivierung von 
MK5 ist von der enzymatischen Aktivität von ERK3 unabhängig, hängt jedoch von der 
eigenen katalytischen Aktivität und dem C-Terminus der ERK3 ab. Das Fehlen der MK5 führt 
zu einer signifikanten Reduktion von ERK3-Protein. Eine Deletion der MK5 führt zu einer 
signifikanten Reduktion von ERK3 und zu einer erhöhten Lethalität vor dem Tag E11. In der 
gleichen Zeit erreicht die ERK3-Expression in den WT-Mäusen ihr Maximum. Es wird 
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postuliert, dass ERK3 als Scaffold-Protein die MK5 während der Embryonalentwicklung der 
Maus reguliert (Schumacher et al. 2004).        
5.5 ARE-enthaltende mRNAs und ARE-Bindungsproteine, Tristetraprolin 
(TTP)
Eine Reihe von Zytokinen, Chemokinen, Proto-Onkogenen und anderen Proteinen, die in die 
inflammatorische Antwort auf eine Infektion involviert sind, zeichnen sich durch sehr 
kurzlebige mRNAs aus und enthalten in der 3’ untranslatierten Region ARE (Clark 2000; 
Kracht and Saklatvala 2002). Diese Sequenzabschnitte enthalten meist Pentamere mit der 
Reihenfolge AUUUA, die in der Sequenz verteilt sind oder sich überlappen können. Es wurden 
drei Klassen der AREs beschrieben. AREs der Klasse I enthalten eine bis drei Kopien von den 
Pentameren, die in der Sequenz verteilt sind. Klasse II zeichnet sich durch multiple Pentamere 
aus, die sich überlappen können und die AREs der Klasse III enthalten statt AU-reiche nur U-
reiche Sequenzen (Dean et al. 2004). Die AREs kontrollieren die mRNA-Stabilität indem sie in 
der Regel einen schnellen Deadenylierung-abhängigen mRNA-Zerfall initiieren. Dies wird 
durch eine Bindung von spezifischen ARE-Bindungsproteinen an die AREs vermittelt. 
Während Proteine wie AUF-1, KSRP, T-cell internal antigen 1 (TIA1), T-cell internal antigen 
1-related (TIAR1) und Tristetraprolin (TTP) eine mRNA-Destabilisierung vermitteln, wurde 
HuR als ein mRNA stabilisierendes Protein beschrieben (Esclatine et al. 2004b). Tristetraprolin 
(TTP) ist ein Zinkfingerprotein, das an die mRNAs der Klasse II bindet. Dazu gehören die 
mRNAs von TNFα, GM-CSF, IL-3 und COX-2. Die TTP-deletierten knock-out Mäuse weisen 
einen starken inflammatorischen Phänotyp auf, erkranken an Arthritis, Dermatitis, Cachexie, 
Hyperplasie und sterben früh. Diese Symptome sind auf eine erhöhte Synthese von TNFα
zurückzuführen, da eine wöchentlich Injektion von Antikörpern gegen TNFα die TTP-/-
Mäuse vor Arthritis und anderen Erkrankungen schützen konnte (Carrick et al. 2004). Die 
TNFα-mRNA ist in den TTP-defizienten Makrophagen stabiler als in den WT Makrophagen, 
was für eine destabilisierende Rolle von TTP im Bezug auf TNFα-mRNA spricht (Carballo et 
al. 1998). Eine Überexpression von TTP in HEK 293 Zellen, denen das endogene TTP fehlt, 
führte zu einer Deadenylierung von Reporter mRNAs, die TNFα-AREs enthielten (Lai et al. 
1999). TTP kann in vitro die Deadenylierung von TNFα-AREs jedoch nicht von den TNFα-
Mutanten initiieren. Der mRNA-Abbau ist von der Regulation der Deadenylierung nicht 
unbedingt abhängig. Eine Überexpression von TTP in HEK 293 Zellen führte auch zu einer 
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Destabilisierung von Reporter mRNA, die anstelle des Poly-(A)-Schwanzes eine Histon 
mRNA Stem Loop Struktur enthielten (Lai and Blackshear 2001).     
Es konnte gezeigt werden, dass die TNFα-Produktion in TTP-defizienten primären 
Makrophagen durch eine Inhibierung von p38 gesenkt wird (Kontoyiannis et al. 2001). Auf der 
anderen Seite kann eine Blockade von p38 nach einer LPS-Stimulation der makrophagen-
ähnlichen Zellline RAW 264.7 die TTP-Induktion inhibieren (Mahtani et al. 2001). Eine 
Aktivierung des p38-Signalweges kann die Expression von TTP stimulieren und die TTP-
mRNA stabilisieren, was auf die AREs in der TTP-mRNA zurückzuführen ist (Tchen et al. 
2004). Interessanterweise konnte gleichzeitig demonstriert werden, dass TTP in der Lage ist,
an eigene mRNAs zu binden und somit die eigene Expression negativ zu regulieren (Tchen et 
al. 2004).     
5.6 Urokinase Plasminogen System
Zellen werden durch komplexe Netzwerke aus extrazellulären Matrixproteinen, wie z.B. 
Elastin oder Collagen, verbunden und bilden so Geweben. Bei bestimmten Prozessen, wie bei 
der Gewebeumstrukturierung, der Wundheilung oder der Embryonalentwicklung müssen 
Zellen in der Lage sein, diese extrazellulären Verbindungen aufzulösen. Auch Krebszellen 
können diese Matrixproteine degradieren, um als Folge innerhalb des Organismus zu 
migrieren. Eine zentrale Rolle bei diesen Prozessen nehmen Proteasen ein (Alfano et al. 2005; 
Blasi and Carmeliet 2002; Duffy 2004; Ghiso et al. 1999; Kjoller 2002; Ossowski 1988; 
Ossowski and Aguirre-Ghiso 2000; Ossowski et al. 1979; Ossowski and Reich 1983; Pepper et 
al. 1987). Neben Cystein-Proteasen, wie Cathepsin B, D und L, und Matrixmetalloproteasen, 
wie Collagenasen spielt das Urokinase-Plasminogen-System eine wichtige Rolle. 
Plasmin ist eine Serinprotease, welche in der Lage ist, unspezifisch die meisten Proteine der 
extrazellulären Matrix, wie z. B. Fibronektin, Laminin oder Collagen, zu degradieren (Blasi et 
al. 1987). Plasmin ist ein Zymogen und wird als Plasminogen produziert. Erst durch eine 
Spaltung zu Plasmin erlangt es seine proteolytische Aktivität. Die spezifischen Plasminogen 
Aktivatoren: urokinase-type plasminogen activator (uPA) und tissue-type plasminogen 
activator (tPA) katalysieren die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin. Während tPA 
beim Auflösen von Blutgerinnsel von Bedeutung ist, spielt uPA eine Rolle bei der Degradation 
der Matrixproteine in verschiedenen Geweben. 
uPA wird, ähnlich wie Plasmin, von den Zellen als ein unaktives Zymogen (pro-uPA) 
produziert, in den extrazellulären Raum sezerniert und dort von anderen Proteasen, wie 
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Cathepsin B und L und Plasmin, in seine aktive Form umgewandelt (Alfano et al. 2005; Blasi 
and Carmeliet 2002; Blasi et al. 1987; Duffy 2004; Ghiso et al. 1999; Kjoller 2002; Ossowski 
and Aguirre-Ghiso 2000). In der aktiven Form bindet uPA an seinen Rezeptor, den Urokinase 
Plasminogen Aktivator Rezeptor (uPAR), welcher in der Zellmembran lokalisiert ist. Der 
Rezeptor-gebundene uPA weist eine höhere proteolytische Aktivität als der ungebundene uPA 
auf (Blasi and Carmeliet 2002; Ghiso et al. 1999; Plow et al. 1986). Außerdem wird die uPA-
abhängige Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin durch die Bindung an den Rezeptor an 
die Zellmembran fokussiert. Die enzymatsche Aktivität von uPA wird auch von bestimmten 
Protein-Inhibitoren reguliert. Einer dieser Inhibitoren, der Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 
(PAI-1) bindet an den Rezeptor-gebundenen uPA, wodurch es zu einer Degradation sowohl 
von uPA als auch von PAI-1 kommt (Cubellis et al. 1990; Estreicher et al. 1990; Jensen et al. 
1990; Olson et al. 1992).
Die Komponenten des Urokinase-Plasminogen-Systems sind im gesunden Gewebe bei 
physiologischen Prozessen wie Embryonalentwicklung, Zellmigration oder Angiogenese von 
Bedeutung. Es wurde auch gezeigt, dass uPA in verschiedenen humanen Tumoren, wie z.B. 
Brust-, Darm-, Magen-, Nieren- oder Eierstocktumoren, vermehrt exprimiert wird und dort 
eine wichtige Rolle bei der Tumorausbreitung und der Metastasenbildung spielt (Duffy 2004). 
Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die uPA/uPAR-Komplexe auch als Rezeptor für 
Vitronektin fungieren können. Diese Funktion wurde in gesunden Geweben, wie bei der 
Migration von Monozyten, und in malignen Geweben, wie bei Tumorzellmigration und 
Tumorzellausbreitung beobachtet (Wei et al. 1996).  
5.7 Herpesviren und HSV-1
Herpesviren wurden in mehr als 80 Wirbeltierarten beschrieben. Die Infektionsymptomatik der
verschiedenen Herpesviren variiert stark. Eine taxonomische Eingrenzung wird aufgrund der 
Morphologie, des Aufbaus, der biologischen Eigenschaften und der Pathogenität der Viren 
vorgenommen. Die Familie der Herpesviridae wird in drei Unterfamilien unterteilt: α-
Herpesviren, wie  HSV-1, HSV-2 und Varicella-Zoster-Virus; β-Herpesviren, wie 
Cytomegaloviren, HHV-6, HHV-7; γ-Herpesviren, wie Epstein-Barr-Virus und Kaposi’s 
sarcoma-associated herpesvirus (Klapper and Cleator 1997). Die Vironen der Herpesviren 
haben einen Durchmesser von 170 – 200 nm und bestehen aus mehr als 30 Strukturproteinen
(Grunewald et al. 2003). Das Genom der Herpesviren besteht aus einer linearen dsDNA. Die 
DNA ist von einem ikosaedrischen Kapsid mit einem Durchmesser von 125 nm umgeben und 
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besteht aus 162 Kapsomeren. Das ausgereifte Kapsid besteht aus fünf Proteinen: VP5, VP19C, 
VP23, VP24 und VP26. Daneben gibt es die Kapsid-assoziierten Proteine, wie UL6, UL15,
UL16, UL17, UL25 und UL33. Die Kapside der Herpesviren sind von einer Hülle aus einer 
Lipiddoppelschicht umgeben, in welcher sowohl virale als auch zelluläre Proteine, meist 
Glycoproteine, eingelagert sind. Bei Herpes Simplex sind das bis zu zwölf virale 
Glykoproteine: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, gJ, gK, gL, gM, gN und bis zu vier 
nichtglykolysierte Polypeptide. Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Adsorption 
der Vironen an die Zellrezeptoren, bei der Internalisierung und der Membranumhüllung
während der Virusmorphogenese (Mettenleiter 2003; Mettenleiter 2002; Roizman and Knipe 
2001; Spear 2004). Auf der anderen Seite sind sie auch für eine Antikörperantwort wichtig. 
Zwischen dem Kapsid und der Membranhülle befindet sich das Tegument, eine weniger 
strukturierte Proteinmatrix von unterschiedlicher Dicke, die bis zu 20 verschiedene virale 
Proteine beinhaltet. Eine Besonderheit der Herpesviren unter den DNA-Viren ist, dass 
Tegumentproteine, wie α-TIF (VP16), Vhs, während einer Infektion in die Zelle gelangen und 
verschiedene regulatorische Funktionen während der frühen Phase der Replikation erfüllen 
(Smiley 2004).
Die lineare dsDNA, die das Genom der Herpesviren bildet, ist 120 000 – 230 000 Basenpaare 
lang. Bei allen Virustypen kommen einmalige (unique) und sich wiederholende (repeat) 
Sequenzabschnitte vor. Das Genom von HSV-1 (152 000 Basenpaare) ist in ein langes (L, 
126000 Basenpaare) und ein kurzes (S, 26 000 Basenpaare) Segment unterteilt. Beide 
Segmente enthalten unique long (UL) und unique small (US) Regionen und die sich 
wiederholenden Sequenzen (RL, RS). Das HSV-Genom kodiert für ca. 80 virale Proteine
(Roizman and Knipe 2001). 
Eine Virusinfektion kann in einen latenten und einen lytischen Zyklus unterteilt werden. Die 
primäre Infektion der Epithelzellen ist immer lytisch, es folgt eine Virusreplikation und eine 
Genexpression, die zum Zelltod führen. Anschließend können die Nachkommenviren in den 
autonomen oder sensorischen Neuronen, wie z.B. den Trigeminusneuronen, die u.a. die Lippen 
innervieren, in eine lebenslange Latenz etablieren (Enquist et al. 1998; Mettenleiter 2003). 
Während dieser Phase liegt das Virusgenom in der Zelle als extrachromosomales Episom vor 
und der produktive Zyklus ist unterbunden (Khanna et al. 2004a; Khanna et al. 2004b). Die 
Zahl der Episome variiert von zehn bis 100 pro Zelle. Bei einer Zellteilung wird die virale 
DNA durch zelluläre DNA-Polymerasen repliziert und an beide Tochterzellen weitergegeben. 
Eine Besonderheit der α-Herpesviren ist ihre Minimalexpression bestimmter RNA-Spezies 
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während der Latenz. Diese tragen zur Aufrecherhaltung der Latenz bei. Im lytischen Zyklus 
können Viren verschiedene Zellarten infizieren und sich in diesen vermehren. Der Viruseintritt 
ist in der Regel rezeptorvermittelt. Die viralen Oberflächen-Glykoproteine gB, gC können an 
Heparinsulfat-Proteoglycan auf der Zelloberfläche binden. Parallel dazu kommt es zu einer 
Interaktion zwischen den viralen gD und zellulären Membranproteinen der 
Immunglobulinsuperfamilie oder der TNF-Rezeptorfamilie, die allgemein als herpesvirus entry 
proteins A-D (HveA-D) bezeichnet werden. Diese Bindungen ermöglichen den α-Herpesviren 
den Zelleintritt (Spear 2004). Mutationen in dem Glykoprotein gD reduzieren signifikant den 
Hve-vermittelten Eintritt (Montgomery et al. 1996; Whitbeck et al. 1997). Nectin-1, ein 
Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie, wurde als einer der wichtigsten Rezeptoren für HSV-
1 gD beschrieben (Geraghty et al. 1998). Bei einer rezeptorvermittelten Infektion verschmilzt 
die Zellmembran mit der Virusmembran. Bei diesem Vorgang wurden die Glykoproteine gB, 
gD und gH/gL als essentiell beschrieben (Galdiero et al. 2004; Spear 2004). Das Kapsid und 
die Tegumentproteine (z.B. α-TIF, Vhs) gelangen ins Cytoplasma. Ein Teil der Proteine 
verbleibt in der Zellperipherie, andere migrieren entlang der zellulären Mikrotubuli zum 
Nukleus (Hammonds et al. 1996; Mabit et al. 2002; Sodeik et al. 1997; Topp et al. 1996). 
Nachdem sie am Zellkern angelangt sind, wird die virale DNA durch die Zellkernporen in den 
Zellkern injiziert (uncoating), während die Kapside im Cytoplasma bleiben (Ojala et al. 2000; 
Sodeik et al. 1997). In den Zellkern gelangt auch das virale Tegumentprotein α-TIF, das die 
durch zelluläre Transkriptionsfaktoren vermittelte Transkription der viralen immediate-early
(IE)-Gene aktiviert. Das Vhs verbleibt im Cytoplasma, wo es eine RNase-ähnliche Funktion 
übernimmt. Die Transkription der viralen Gene kann in drei Abschnitte unterteilt werden. 
Zunächst werden die immediate early (α)-Gene (α4-ICP0, α0-ICP0, α27-ICP27/UL54, α22-
ICP22/US1 und α47-ICP47/US12) exprimiert. Das wird durch eine Interaktion von α-TIF mit 
zellulären Transkriptionsfaktoren begünstigt. Die zweite Phase ist die Phase der early (β)-
Genexpression. Sieben dieser Genprodukte sind für die DNA-Relikation notwendig: DNA-
Polymerase (UL30), DNA-bindende Proteine (UL42, UL29, ICP8), ORI-bindende Proteine 
(UL9) und der Helikase/Primase-Komplex (UL5, UL8 und UL52). Nach einer effizienten 
Expression dieser Gene, kann eine Virus-Replikation beginnen. Andere Proteine der early-
Phase sind für die Erhöhung der freien Nukleotide in den infizierten Zellen verantwortlich. Die 
Expression dieser Gene ist jedoch für eine Virus-Replikation in Zellkulturzellen nicht 
essentiell. In der dritten Phase findet die Replikation der viralen DNA und die Expression der 




Alle Strukturkomponenten und die für die Virusverpackung benötigten Proteine sind ebenso 
Produkte der late-Phase. Dazu gehören verschiedene Scaffold-Proteine, wie z.B.
UL26/UL26.5, und Kapsidproteine, wie z.B. VP5, VP23 oder VP19C, die für den 
Kapsidzusammenbau essentiell sind. Die meisten Scaffold-Proteine werden in einem 
autoproteolytischen Vorgang aus dem Prokapsid entfernt. Es entsteht ein fertiges Kapsid. Mit 
Hilfe einiger viraler Proteine wird die DNA in das Kapsid gebracht. In der late-Phase werden 
u.a. Tegumentproteine wie z.B. α-TIF und Vhs produziert, die ebenso während der 
Morphogenese in neue Viruspartikel eingebaut werden.
5.8 Herpesviren und die Immunantwort 
Der Körper reagiert auf eine Virusinfektion zunächst mit einer unspezifischen, nichtadaptiven 
Immunantwort. Diese natürliche Immunität wird durch ein Zusammenspiel verschiedener 
Zellen, wie den Mono- und Granulocyten, den Makrophagen und den natürlichen Killerzellen, 
sowie durch verschiede Faktoren, wie Akutphaseproteine, Faktoren des Komplementssystems, 
Zytokine, Interferone, Tumornekrosefaktore und Chemokine gewährleistet. Nach einer 
Etablierung der Infektion entwickelt sich die spezifische, adaptive Immunabwehr. Dazu 
gehören die antikörperproduzierenden B-Zellen (das humorale Immunsystem), T-Helferzellen 
und cytotoxische T-Lymphozyten. Die Kommunikation der verschiedenen Immunsysteme und 
ihrer Komponenten wird durch die Zytokine, Interferone, Tumornekrosefaktoren und 
Chemokine vermittelt. Dies ist essentiell, um alle Immunzellen zu koordinieren und an den 
Infektionsherd zu locken. Eine primäre HSV-Infektion bewirkt im Wirtsorganismus eine starke 
Zytokinantwort. Es werden die Zytokine IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, TNF-α, IFN-
α/β, IFN-γ und GM-CSF sezerniert (Mogensen and Paludan 2001b). Jede der nachfolgenden 
Infektionen wirkt sich etwas schwächer aus, da die Infektion und die Immunantworten lokaler
verlaufen. Während einer Infektion führen mehrere Faktoren zu einer antiviralen Antwort. 
Bereits eine rezeptorvermittelte Bindung der Viren an die Zelloberfläche kann die s.g. erste 
Welle der Zytokinproduktion auslösen. Unter den HSV-1 Glykoproteinen wurde das 
Glykoprotein gD als effizienter Stimulus für IFN-α identifiziert, wo hingegen gB, gC, gE, gG, 
gI und gH/gL keine IFN-α-Produktion initiieren konnten (Ankel et al. 1998). Die Rolle der 
zellulären Toll-Like-Rezeptoren, die meist im Zusammenhang mit bakteriellen Infektionen 
beschrieben wurden (Takeda et al. 2003), wird für die Zytokinproduktion in einer HSV-1- und 
HSV-2-Infektion diskutiert (Kurt-Jones et al. 2005). Es wurde in einem in vivo-Mausmodell 
gezeigt, dass der Toll-Like-Rezeptor-2 (TLR2) eine kritische Rolle für das Überleben der Tiere 
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nach einer HSV-1-Infektion spielt (Kurt-Jones et al. 2004) Tegumentproteine, die während des 
Viruseintritts in die Zelle gelangen, Akkumulation viraler dsRNA und neusynthetisierte virale 
Proteine können eine weitere Welle der Zytokinproduktion über verschiedene Signalwege in 
der Wirtszelle stimulieren. Im Zusammenhang mit einer antiviralen Antwort wurden zuerst 
Interferone beschrieben. Es gibt zwei Klassen von Interferonen. Klasse I bilden die 
antiviralwirkenden Interferone (IFN-α und IFN-β), die meist die Virusreplikation beeinflussen 
und sehr schnell durch Viren induzierbar sind (Mogensen and Paludan 2001b). Das IFN-γ, das 
die Klasse II bildet, erfüllt immunregulatorische Funktionen, was die weitere 
Zytokinproduktion induziert und Effektorfunktionen verschiedener Immunzellen steigert. 
IFNα/β und IFNγ inhibieren synergistisch die Replikation von HSV-1 (Sainz and Halford 
2002). Zu den interferonbildenden Zellen gehören Makrophagen, Monocyten, Granulocyten 
und Fibroblasten. Die Bindung der Interferone an die spezifischen Rezeptoren führt zu deren 
Phosphorylierung und Konformationsändeung, was die assoziierten Proteinkinasen der JAK-
Familie (Tyk-2, Jak-1) aktiviert (Darnell 1997; Li et al. 2005). Diese aktivieren und 
phosphorylieren die STAT-1- und STAT-2-Transkriptionsfaktoren (Darnell et al. 1994). Diese 
bilden Homo- bzw. Heterodimere, wandern in den Kern und binden zusammen mit weiteren 
Regulatorproteinen an die interferon stimulated regulatory elements (ISRE)-Kontrollelemente 
der DNA. Diese regulieren die Expression der interferon stimulated genes (ISG). Die 
Signalweiterleitung von Tyk-1, Jak-1 verläuft auch über den Insulinrezeptorsubstratsignalweg 
und über MAPK, insbesondere den p38-Signalweg (Platanias 2003). Die p38-Aktivierung ist 
für die IFNα/β abhängige Trankriptionsregulation über ISRE oder GAS Elemente bekannt und 
diese ist von STAT-Proteinen unabhängig (Li et al. 2004; Platanias 2003). Eine Stimulation der 
Zellen mit IFNα resultiert in einer Aktivierung der MKK3 und MKK6, die Aktivatoren von 
p38 sind. In MKK3- und MKK6-defizienten MEFs konnte keine IFNα-abhängige Stimulation 
von MK2 und MK3, die Substrate für p38 darstellen, festgestellt werden (Li et al. 2005).
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) spielt eine Schlüsselrolle in Entzündungs- und 
Infektionsprozessen, insbesondere in viralen Infektionen (Herbein and O'brien 2000). TNF-α
ist in die Signalwege der Virusreplikation involviert und kann die Zellen aktivieren, 
differenzieren oder Apoptose in infizierten Zellen auslösen. TNF-α ist in der Lage, direkt die 
Virusreplikation zu blockieren, indem es insbesondere den Viruseintritt verhindert (Paludan 
and Mogensen 2001). TNF-α wird überwiegend von Makrophagen, Monozyten, B- und T-
Lymphocyten gebildet, während TNF-β von T-Lymphocyten sezerniert wird. Die TNF-
Rezeptoren, TNF-R1 und TNF-R2, werden von verschiedenen Zelltypen auf der Oberfläche 
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präsentiert. Die Bindung induziert in Zellen die Produktion von Zytokinen, wie z.B.: IL-1, IL-
6, GM-CSF. TNF kann Transkriptionsfaktoren, wie NF-κB und AP-1, induzieren kann, was 
die Transkription der proinflammatorischen und immuregulierenden Gene initiiert (Mohler et 
al. 1994). Mäuse sind nach einer TNF-Behandlung vor einer HSV-1-Infektion geschützt 
(Rossol-Voth et al. 1991). Mit LPS stimulierte und anschließend mit HSV-1 infizierte humane 
Monozyten zeigten eine erhöhte TNF-Produktion und eine gesenkte Prädisposition für eine 
HSV-1-Infektion (Cipollaro de L'Ero et al. 1998).  
Interferone können, neben anderen Zytokinen wie IL-6 oder TNF-α, den Transkriptionsfaktor 
NF-κB aktivieren, welcher ein zentraler Transkriptionsfaktor vieler viraler Infektionen ist. Er 
wird u. a. durch HSV, Cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr-Virus (EBV), Influenzaviren, 
Hepatitis B Virus (HBV), humanes Immundefizienzvirus (HIV) und humanes T-Zell-
Leukämie-Virus Typ 1 (HTLV-1) aktiviert (Mogensen and Paludan 2001b). Die Aktivierung 
des NF-κB durch die meisten Viren, wie HIV-1, Influenzavirus, Hepatitis B und C und die 
Herpesviren, verläuft über IKK (Santoro et al. 2003). NF-κB ist in wichtige 
proinflammatorische, zellproliferations- und zellüberlebensregulierende Prozesse involviert 
(Karin and Lin 2002). In der inaktiven Form liegen die Proteine der NF-κB-Familie (p50, 
RelA) als Dimere im Cytoplasma vor und sind an inhibitorische Proteine der IκB-Familie 
gebunden (Melchjorsen et al. 2003). IκB wird durch IκB Kinase  (IKK) phosphoryliert und als 
Folge durch eine spezifische Ubiquitinligase der SCF-Familie polyubiquitiniert und im 
Proteasom degradiert. So wird NF-κB frei, wandert zum Kern und bindet an die DNA (Schmitz 
et al. 2004). Dadurch werden Gene, die unter der NF-κB-Kontrolle stehen, transkribiert. Zu 
den Produkten dieser Gene gehören u. a. PKR und 2’,5’-OligoAdenosinsynthetase, die die 
Proteinsynthese hemmen und so die Virusreplikation beeinflussen. Die Aktivierung erfolgt 
durch die meisten viralen, bakteriellen und mykotischen Infektionen, als Antwort auf 
proinflammatorische Zytokine (TNF-α, Interferone), Mitogene, Wachstumsfaktoren und 
stressinduzierende Faktoren (Santoro et al. 2003; Schmitz et al. 2004). TNF-α und IL-1ß sind 
auch selbst Aktivatioren von NF-κB, wodurch ein positiver autoregulatorischer Zyklus 
entsteht, der die Immunantwort verstärkt und in bestimmten Fällen zu chronischen 
Entzündungen führen kann (Tak and Firestein 2001). ICP4 und ICP27, HSV-1 Proteine der IE-
Phase, sind in der Lage die nukleare Translokation von NF-κB zu stimulieren (Margolis et al. 
1992; Patel et al. 1998). Kurt-Jones und Kollegen (Kurt-Jones et al. 2005) zeigten, dass eine 
starke Aktivierung des NF-κB durch HSV-1 von der Expression des Toll-Like-Rezeptors-2 
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(TLR2) und nicht des TLR4 abhängig war. Im gleichen Experiment zeigte HSV-2 nur eine 
schwach NF-κB stimulierende Wirkung. Da die Viren vor der Infektion mit UV-Licht 
inaktiviert wurden, hängt eine NF-κB-Aktivierung vermutlich nicht von der Virusreplikation 
ab.  
Auf der anderen Seite wird diskutiert, dass NF-κB durch seine apoptosehemmende Rolle in 
den Wirtszellen zu einer erhöhten Virusreplikation beitragen könne. Das wurde bereits für 
HIV, Herpesviren, Hepatitis C Viren (HCV) und Encephalomyocarditisviren (EMCV) gezeigt 
(Roulston et al. 1999). Viele Viren, wie Herpesviren (z.B. HSV-1) oder Simian Virus 40
(SV40), besitzen in ihrem Genom eine NF-κB-bindende Domäne, was eventuell im 
Zusammenhang mit der Replikation stehen könnte (Cherrington and Mocarski 1989; Rong et 
al. 1992). 
Die Familie der Interferonregulationsfaktoren (IRF) bildet eine weitere wichtige Gruppe der in 
die Immunabwehr involvierten Transkriptionsfaktoren. IRF-1 defiziente Mäuse sind nicht in 
der Lage, natürliche Killerzellen zu entwickeln und reagieren nicht auf IFN-γ (Taniguchi et al. 
2001). Eine Aktivierung von IRF-3 und IRF-7 ist sowohl für eine virusstimulierte Produktion 
von IFNα/β (Sato et al. 2000) als auch des Chemokins RANTES (Lin et al. 1999) essentiell.
Eine dritte Gruppe der von vielen Viren induzierten Transkriptionsfaktoren bilden das 
Aktivatorprotein-1 (AP-1) und der aktivierende Transkriptionsfaktor 2 (ATF2)/Jun. Die 
Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren ist von den MAPK Signalwegen, wie p38 und Jun, 
abhängig (Herlaar and Brown 1999). Die durch HSV-2 stimulierte TNF-α-Produktion ist von 
ATF2/Jun abhängig (Paludan and Mogensen 2001) und eine HSV-1-Stimulation des 
Monocyten-Chemotaktischer Faktor-1 (MCP-1) ist durch AP-1 vermittelt (Lim and Garzino-
Demo 2000). Die wichtigsten Transkriptionsfaktoren, die in einer HSV-Infektion aktiviert
werden, sind NF-κB, AP-1, ATF/CREB und Oct-1 (Mogensen and Paludan 2001a; Mogensen 
and Paludan 2001b; Zachos et al. 1999). 
Auf der anderen Seite haben Vieren verschiedene Strategien entwickelt, um dieser massiven 
zellulären, antiviralen Antwort entgegenzuwirken. Die Expression der meisten zellulären Gene 
ist während einer Virusinfektion gesenkt (Smiley 2004). Die Supression der zellulären und 
viralen mRNA-Synthese wird beispielweise durch ICP27 vermittelt, welches zu einer 
Repression der primären Transkription und des prä-mRNA Spleißens führt (Smiley 2004). Das 
viron host shutoff Protein (vhs), kodiert durch das Gen UL41, ist ein weiters Beispiel für HSV-
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1-Proteine, die in diesen Prozessen von Bedeutung sind (Esclatine et al. 2004a; Esclatine et al. 
2004b; Esclatine et al. 2004c; Taddeo et al. 2002; Taddeo et al. 2004). Vhs führt zu einer 
Zerstörung der Polyribosomen und zu einer Degradation der mRNA, indem es entweder selbst 
als RNase fungiert oder eine zelluläre RNase rekrutiert (Smiley et al. 2001). Da die virale 
Transkription eine hohe Aktivität aufweist, werden trotz der Vhs-Aktivität virale Gene 
exprimiert. Es wurde über eine vhs-abhängige Herabregulation des 
Haupthistokompatibilitätskompexes (MHC) der Klasse I (Koppers-Lalic et al. 2001) und der 
Klasse II (Trgovcich et al. 2002) berichtet. Die Produktion proinflammatorischer Chemokine 
und Zytokine, wie IL-1β, IL-8 oder MIP-1α war in infizierten U937-Zellen in einer vhs-
abhängigen Weise gehemmt  (Suzutani et al. 2000). Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, 
dass vhs keinen Einfluss auf die interferonstimulierenden Gene (ISG) ausübt (Smiley 2004). 
Weitere Studien haben gezeigt, dass die mRNA-Degradation selektiv und eventuell 
sequenzspezifisch ist (Esclatine et al. 2004a; Esclatine et al. 2004b; Esclatine et al. 2004c; 
Taddeo et al. 2002; Taddeo et al. 2004). Von der vhs-abhängigen mRNA-Degradation sind 
häufig mRNAs betroffen, die in der 3’ nichttranslatierten Region ein oder mehrere AREs
enthalten. IκBα und c-fos, beide Proteine mit AU-reichen Bereichen, werden nach einer HSV-
1-Infektion sehr schnell degradiert. Im Gegensatz dazu bleiben GADD45β und TTP stabil 
(Esclatine et al. 2004a; Esclatine et al. 2004b; Esclatine et al. 2004c; Taddeo et al. 2002; 
Taddeo et al. 2004).
5.9 Aufgabenstellung
In dieser Arbeit sollte der Phänotyp von MK2-defizienten Mäusen und Zellen in verschiedenen 
erfolgversprechenden Richtungen charakterisiert werden. Insbesondere sollte die 
physiologische Rolle der MK2-defizienten Endothelzellen in einem Angiogenesemodell sowie 
am Beispiel der Expression und der Aktivität von Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und 
dessen Rezeptors in immortalisierten und primären Zellen untersucht werden. Durch eine 
Rückführung der Kinase in die MK2-defizienten MEFs sollten die Ergebnisse weiter 
untermauert werden.
Parallel sollte die Rolle von MK2 in der HSV-1-Infektion untersucht werden. Dabei sollte das 
Projekt auf die Aktivierung von Tristetraprolin (TTP), ein funktionell relevantes Substrat der 
MK2, nach der Infektion fokussiert werden. Deshalb sollte der Viruseintritt, die Zytotoxizität 
von HSV-1, die Virusreplikation und die protektive Wirkung der zytokinhaltigen Überstände 
von infizierten Zellen in den primären WT, MK2-/- und TTP-/- MEFs untersucht werden.
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Ferner sollte die Rolle von MK2 und von MK5 beim UV-stimulierten Zellsterben untersucht 
werden. Hierzu sollte zunächst sowohl die Zellproliferation als auch die Zellvitalität gemessen
werden. Eine Rückführung der Kinasen in die defizienten MEFs sollte die Ergebnisse 
absichern.   
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6.1.2 Häufig verwendete Puffer und Lösungen
6.1.2.1 Zellkultur











1 % Triton X-100
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten, komplet mini, 
EDTA-frei
6.1.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sammelgelpuffer 250 mM Tris-HCl, pH 6,8
Trenngelpuffer 188 mM Tris-HCl, pH 8,8
10 x Elektrodenpuffer 250 mM Tris-HCl
192 mM Glycin
1 % SDS





Gelentfärbelösung 10 % Essigsäure
40 % Methanol
Geltrocknungslösung 4 % Glycerin
25 % Ethanol
6.1.2.3  Western Blot
Anodenpuffer 300 mM Tris-HCl, pH 10,4
20 % Methanol
Kathodenpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 9,4
40 mM ε-Aminocapronsäure
20 % Methanol
Blockmilch/PBS 5 % Magermilchpulver
0,1 % Tween 20
PBS/Tween20 0,1 % Tween 20 in PBS




6.1.2.4  Northern Blot
1%iges Agarose-Gel 214,8 ml DEPC dH2O
3 g Agarose
55,2 ml 37%iges Formaldehyd
30 ml 10 x MOPS (pH 7,0)
20 x SSPE 3 M NaCl





10 x MOPS 0,2 M MOPS
50 mM Natriumacetat x 3 H2O
10 mM EDTA
pH 7,0
20 x SSC 3 M NaCl
300 mM Natriumcitrat x 2 H2O
pH 7,0
3 x RNA-Loading-Sample 12,5 µl 10 x MOPS




Elektrodenpuffer (1 x TAE) 40 mM Tris
20 mM Natriumacetat
mit Eisessig auf pH 7,2 einstellen
1 mM EDTA zugeben
6 x Probenpuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
30 % (v/v) Glycerin
6.1.2.6  FACS
HFS 50 µg/ml PI
0,1 % Natriumcitrat
0,1 % Triton-X 100
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6.1.2.7  MAPKAP Kinase 2 Assay
10 x Puffer 500 mM Na ß-glycerophospat
1 mM EDTA
pH 7,4
5 x Startmix 0,1 µl 1 M Mg-Acetat
0,25 µl 10 mM ATP
0,1 µl γ 33P-ATP
4,55 µl dH2O
6.1.2.8 Immunpräzipitation
Tris-Buffered-Saline (TBS) 137 mM NaCl
2, 7 mM KCl
25 mM Tris-HCl
pH 7,4 
IP-Puffer 50 mM NaF
0,1 % Triton X-100
1 mM Na3VO4
6.1.3 Nährmedien
6.1.3.1 Medien für die Zellkultur
Standardmäßig wurde für die Kultivierung der Zellen D-MEM mit 450 mg/l D-Glucose 
Glucose, GlutaMAXTMI und Natriumpyruvat (Gibco) verwendet. Vor der Benutzung wurde 
das Medium mit folgenden Zusätzen supplementiert: 
10 % FCS (v/v) (PAA)
100 U/ml Penicillin (PAA)
0,1 mg/ml Streptomycin (PAA)
Für die Kultivierung der Endothelzellen im Aorta Ring Assay wurde ein E-STIM Endothelial 
Cell Culture Medium (BD Biosciences), was zusätzlich 10 ng/ml EGF, 200 µg/ml ECGS, 
Penicillin und Streptomycin enthielt, benutzt.
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Die Inokulierung der Zellen mit HSV-1 erfolgte in einem mit Hepes gepufferten RPMI 1640 
(CytoGen), dem 0,1 % BSA zugesetzt wurde.
Für die Kultivierung der Verozellen und BHK-Zellen wurde das MEM Eagle Medium 
(CytoGen) benutzt, was mit 7,5 % FCS versetzt wurde.
Transfektionen wurden in Opti-MEM (Gibco) durchgeführt.
Als Einfriermedium wurde eine Lösung aus 12,5 % DMSO und 87,5 % FCS benutzt.
6.1.3.2 Medien für Bakterien




















MEF: WT, MK2-/- (Kotlyarov et al. 1999), MK5-/- (Shi et al. 2003)
MEF: p38+/+, p38-/- (Ambrosino et al. 2003)
MEF: STAT1+/+, STAT1 -/- (Durbin et al. 1996)
Makrophagen: WT, MK2-/- (Hitti et al. 2006)
L-929: murine Fibroblasten
Vero: Zelllinie aus der Niere der Grünen Meerkatze 
BHK: Baby Hamster Fibroblast
6.1.5 Mäuse
Bezeichnung Genotyp
WT (CL57/Black6) Wildtyp (Kotlyarov et al. 1999)
MK2 (129ola + CL57/Black6)
Die Mäuse wurden in mehreren 
Generationen auf CL57/Black6 
zurückgekreuzt. 
MK2-/- (Kotlyarov et al. 1999)
MK5 (129ola + CL57/Black6) MK5-/- (Shi et al. 2003)
TTP WT TTP+/+ (Taylor et al. 1996)
TTP-/- TTP-/- (Taylor et al. 1996)
Alle Mäuse wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen im Zentralen Tierstall der 
Medizinischen Hochschule Hannover gehalten.
6.1.5.1  Tötung der Mäuse
Die Tötung der Tiere erfolgte unmittelbar vor der Isolation von Zellen bzw. Geweben und 
wurde im Sinne des Tierschutzes vom Fachpersonal mittels Inhalation von CO2 durchgeführt.  
6.1.6  Rekombinante Proteine
Recombinant mouse uPA    American Diagnostica GmbH
Recombinant rat uPA American Diagnostica GmbH
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uPAex2       5´-GTC TGG CTG GCG AGC CTG TTC CTC TGC-3´
uPAex6  5´-GCC AAT CTG CAC ATA GCA CCA GGG TCG C-3´
uPA color primer 5´-GGC TGT CAG AAC GGA GGT GTA TGC GTG TC-3´
789 uPA 5´-GCA CGA ATA CTA CAG GGA AGA CAG C-3´
1264 uPA    5´-GAA TCC AGT CCA GGA AGT GTG AGA C-3´
uPAR 1fr 5´-GCT GCT GCT GCT GTT GCT GGC GAC TAC C-3´
uPAR 2fr 5´-CAT CAG CCT GAC AGA GAC CGT GTG CGC C-3´
uPAR 3rc 5´-GCC ACA GCC TCG GGT GTA GTC CTC ATC C-3´





Anti-ICP0 (11060) freundliche Gabe von Dr. B. Sodeik
Anti-p38α Cell Signalling





Anti-ICP4 freundliche Gabe von Dr. B. Sodeik
Anti-TTP freundliche Gabe von Dr. P. J. Blackshear
Sekundäre Antikörper






GeneRuler 50bp DNA-Ladder MBI Fermentas
GeneRuler DNA-Ladder Mix MBI Fermentas
Prestained SDS-Page, low range BioRad
Prestained SDS-Page, high range BioRad
6.1.11  Kits
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I BD
Apo-ONETM Homogeneous Caspase-3/7 
Assay
Promega
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche
CellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability 
Assay
Promega
CellTiter-BlueTM Cell Viability Assay Promega
LipofectamineTM 2000 CD Invitrogen
LipofectaminTM Plus Invitrogen
Lipohilic Tracer Sample Kit Molecular Probes
Nucleo Spin Extrakt II Macherey-Nagel
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RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis 
Kit
Fermentas
RNeasy Mini Kit Qiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen





B 5060EK-CO2, Heraeus Instruments
Cell harvester SkatronAS
Gel-Dokumentationssystem Digit-Store duo (INTAS)
Gel-Dokumentationssystem Las-3000, Fujifilm
Heizblock Thermomixer 5436, Eppendorf
Elektrophorese Netzgerät Electrophoresis Power Supply E 835, Consort
Durchflusszytometer
Software
EPICS XL-MCL, Becton Coulter
EXPOTM32 ADC Version 1.1B, Becton 
Coulter
Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert 100, Zeiss
Mikroskop Telaval 3, Carl Zeiss Jena
Mini hybridisation oven Biometra
Mixer Vortexgenie 2, Bender & Hobein AG





Hera Safe, Heraeus Instrument
Thermocycler Personal Cycler, Biometra
Ultraschall-Gerät Branson Sonifier 250
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TL-100, Beckmann; Rotor: TLS-55, TLA 
100.2
J-21C, Beckmann; Rotor: JA-10
L8-70; Rotor: 19
6.2 Zellbiologische Methoden
6.2.1 Kultivierung von Zellen
Alle Zellen wurden in einem Begasungsbrutsschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 98 % relativer 
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Medium wurde - wenn nicht anders vermerkt - DMEM mit 
Zusatz von 10 % fötalem Kälberserum und 0,001 % Penicillin/Streptomycin benutzt. Zur 
Passage wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA (PAA) abgelöst (ca. 5 
Minuten bei 37 °C und 5 % CO2), und anschließend 1:10 verdünnt ausgesät.
6.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Bei einer Konfluenz von max. 90 % wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgelöst und 3 min 
bei 200 g pelletiert. Der Mediumüberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in einem auf 
RT temperierten Einfriermedium aufgenommen und in Kryoröhrchen verteilt. In einer 
Isopropanolbox wurden die Zellen langsam auf -80 °C gebracht und anschließend in flüssigen
Stickstoff überführt.
Um die im flüssigen Stickstoff gelagerten Zellen zu rekultivieren, wurden sie schnell im 
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde tropfenweise in ein Röhrchen mit 
ca. 5 ml Medium pipettiert und 3 min bei 200 g zentrifugiert. Die Zellen wurden in frischem 
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Medium aufgenommen und in Schalen bis zum Erreichen einer Konfluenz von ca. 90 % 
kultiviert. 
6.2.3 Isolierung von primären Zellen aus der Maus
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt.
6.2.3.1  Makrophagen
Die Oberschenkelknochen einer Maus wurden entnommen. Die Knochenenden wurden 
abgeschnitten und der Knochen wurde zweimal mit jeweils 2 ml Medium durchgespült. Die 
Zellsuspension wurde für ca. 3 min auf Eis gestellt, damit überflüssiges Gewebe sedimentieren 
konnte. Anschließend wurde die Zellsuspension abgenommen, in Schalen verteilt und mit 
Medium aufgefüllt. Eine Differenzierung in Makrophagen wurde durch Zugabe von 5 µg/ml 
GM-CSF stimuliert. Da andere Zellen, wie z.B. Granulozyten, nicht adhärieren, können sie 
durch Mediumwechsel aus der Kultur entfernt werden. Die Kultur der Makrophagen dauerte 
ca. 10 Tage. Danach wurden sie direkt für Versuche verwendet bzw. gesplittet.      
6.2.3.2 Maus Embryonale Fibroblasten (E13)
Die Mäuse wurden am 13. Tag der Trächtigkeit getötet. Die Embryos wurden entnommen und 
einmal mit PBS gewaschen. Nach der Entfernung der Köpfe und der Leber wurden die 
Embryos in Trypsin/EDTA (3 ml pro Embryo) zerkleinert bis eine pipettierbare Suspension 
entstand. Diese wurde in einen mit Glasperlen gefüllten Erlenmeyerkolben überführt und bei 
RT zwei bis drei Stunden geschüttelt. Die Zellsuspension wurde in ein frisches Röhrchen 
überführt. Nachdem das überschüssige Gewebe sedimentierte, wurden die Zellen in 
Zellkulturschalen ausplattiert und mit Medium aufgefüllt. Nach zwei Tagen wurde das Medium 
gewechselt. Beim Erreichen einer 90%igen Konfluenz wurden die Zellen gesplittet.    
6.2.3.3  Thymozyten
Der Thymus einer Maus wurde entnommen und in einem Gewebehomogenisator in 5 ml 
Medium homogenisiert. Der Zellüberstand ohne Gewebereste wurde in ein neues Röhrchen 
überführt, die Zellen wurden pelletiert und in frischem Medium aufgenommen. Die Zellen 




Die Milz einer Maus wurde entnommen und in einem Gewebehomogenisator in 5 ml Medium 
homogenisiert. Die Zellsuspension wurde in ein Röhrchen überführt und für ca. 3 min auf Eis 
gestellt. Nachdem die Geweberesten sedimentierten, wurde der Zellüberstand in ein frisches 
Röhrchen umpipettiert und 5 min bei 200 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 0,4 ml 
Medium aufgenommen. Die Erythrozyten wurden durch Einwirkung einer hypotonischen 
Lösung lysiert. Hierzu wurden 3,6 ml NH4Cl (155 mM) dazugegeben und 5 min bei RT 
inkubiert. Die Zellen wurden erneut pelletiert, in Medium aufgenommen und auf Nylonwolle-
Säulen (0,5 g Wolle pro Milz) geschichtet. Die Säulen wurden 1 h bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert. Da die B-Zellen an der Nylonwolle adhärieren, konnten die T-Zellen anschließend 
durch Waschen der Wolle gesammelt werden. Die Zellen wurden pelletiert, in Medium 
aufgenommen und in Schalen ausgesät. 
6.2.4 Behandlung der Zellen mit SB203580
Um die p-38-MAP Kinase zu inhibieren wurden die Zellen mit einem spezifischen p38-
Inhibitor SB203580 (de Laszlo et al. 1998; Lee et al. 1994) behandelt. Hierzu wurden die 
Zellen einmal mit PBS gewaschen und eine Stunde im Medium mit 10 µM SB203580 
vorinkubiert. Danach folgte die versuchsspezifische Stimulierung der Zellen, wobei die 
Substanz SB203580 in der gleichen Konzentration weiterhin im Medium vorhanden war.   
6.2.5 Stimulation der Zellen mit UV
Adhärente Zellen wurden mit einer Wellenlänge von 254 nm (UV-C) in einem UV-
Stratalinker 1800 stimuliert. Das Medium der subkonfluenten Zellen wurde zuvor 
abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Das PBS wurde vollständig 
abgesaugt und die Zellen wurden mit UV behandelt. Sofort nach der Stimulation wurden die 
Zellen mit Medium bedeckt und je nach Versuch weiter bearbeitet.  
6.2.6 FACS Analyse
Adhärente Zellen wurden für alle FACS Analysen mit Accutase II, statt Trypsin/EDTA,
abgelöst.
6.2.6.1  Prä-G1-peak
Dieser Test basiert auf der Messung der relativen DNA-Menge in einzelnen Zellen. Hierzu 
werden die Zellen mit Propidiumiodid (PI) gefärbt, was sich in die Nukleinsäuren einlagert und 
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dann stark fluoresziert. Es wird angenommen, dass die gemessene Fluoreszenz direkt 
proportional zu der DNA-Menge ist. Eine proliferierende Zellpopulation, deren Fluoreszenz in 
einem Durchflusscytometer gemessen wird, zeigt drei Zellgruppen. Eine Gruppe von Zellen 
mit dem einfachen G1-Phase-DNA-Gehalt weist einen Peak auf. Zellen mit dem doppelten 
DNA-Gehalt befinden sich in der G2- und M-Phase und weisen einen zweiten Peak auf. 
Zwischen den beiden Peaks befinden sich Zellen aus der S-Phase. Während der Apoptose wird 
die DNA degradiert, so dass die relative Menge kleiner wird. In diesem Fall kann eine 
Verschiebung der Fluoreszenz detektiert werden. Es entsteht ein dritter Peak, ein s.g. Prä-G1-
Peak, der die Zellen beinhaltet, die eine kleinere DNA-Menge als in der G1-Phase haben. 
Die stimulierten Zellen wurden abgelöst, mit PBS gewaschen und pelletiert. Das Zellpellet 
(6*105 Zellen) wurde in 1 ml HFS aufgenommen und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am 
nächsten Tag wurden die Zellen gut resuspendiert und am FACS analysiert. Die Anregung des 
PI erfolgte bei 488 nm und die Emission wurde im FL2-Detektor bei einem Emissionmaximum 
von 600 nm gemessen.
6.2.6.2  Annexin-V
Die Apoptose ist durch eine Reihe von morphologischen Veränderungen charakterisiert. Dazu 
gehört auch der Verlust der Zellmembranasymmetrie, was früh nach der Induktion der 
Apoptose geschieht. In apoptotischen Zellen wird ein Zellmembranphospholipid, das 
Phosphatidylserin, von der inneren zu der äußeren Seite der Membran translokalisiert. Annexin 
V ist ein 35-36 kDa großes Ca2+-abhängiges Protein, das an Phospholipide bindet und eine 
hohe Affinität zu Phosphatidylserin aufweist (Schmid et al. 1992). Die Durchführung erfolgte 
nach der Anleitung des Annexin V-FITS Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences). Die 
Zellen wurden in kaltem PBS gewaschen und in binding buffer aufgenommen (1*106
Zellen/ml). 100 µl der Zellsuspension wurde in ein 5 ml FACS-Röhrchen überführt und es 
wurden jeweils 5 µl von Annexin V-FITC und von PI zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen 
wurden die Zellen 15 min bei RT in der Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurden 400 µl 
von binding buffer zugesetzt und die Zellen mittels Durchflusszytometers ausgewertet. PI 
wurde im FL2-Detektor bei einem Maximum von 600 nm gemessen. FITC wurde im FL1 bei 




Die Änderung des Mitochondrial-Transmembran-Potentials wurde durch Färbung mit Rh123 
und PI gemessen. Zellen wurden abgelöst,  pelletiert und in 1 ml von frischem Medium (ca. 106
Zellen) aufgenommen. Es wurden 20 µl einer 0,1 mM Rh123-Lösung dazugegeben und 20 min 
bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 10 µl einer PI-Lösung (1 mg/ml) zugesetzt. Nach 
zehnminütiger Inkubation bei RT wurden die Zellen am FACS ausgewertet. PI wurde im FL2-
Detektor bei einem Maximum von 600 nm gemessen. Rh123 wurde im FL1 bei einem 
Maximum von 525 nm detektiert.
6.2.7 WST-1-Assay
Die Zellproliferation und Zellviabilität wurde in einem WST-1-Assay (Roche) überprüft. 
Dieser Test basiert auf der Spaltung des Tetrazoliumsalzes (WST-1) durch die mitochondrialen 
Dehydrogenasen zu Formazan. Diese Spaltung ist mit einem Farbumschlag verbunden und 
kann photometrisch detektiert werden. Hierzu wurden zunächst die behandelten und die 
unbehandelten Zellen in 96-Well Platten in je 100 µl Medium pro Well ausgesät. Für die 
Messung wurden pro Well je 10 µl der WST-1-Lösung zugesetzt. Nach einer zweistündigen 
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde die Absorption (A) bei 420 nm gemessen. Die 
Referenzmessung verlief bei einer Wellenlänge von 620 nm. Für die Auswertung wurde die 
Differenz A420 nm – A620 nm gebildet. 
6.2.8 3/7-Caspase-Assay
Die Caspasen 3 und 7 sind die Schlüsselenzyme bei der Apoptose in Säugerzellen (Adams 
2003) und ihre Aktivität wird als ein Hinweis für den programmierten Zelltod verstanden. Mit 
Hilfe des Apo-ONETM Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega) wurde die Aktivität der 
Caspasen 3 und 7 in den verschiedenen Zelllinien bestimmt. Caspase-3-ähnliche Proteasen sind 
in der Lage, den am C-Terminus lokalisierten Aspartatrest in einer DEVD-Sequenz (Asp-Glu-
Val-Asp) zu spalten. In diesem Assay wird ein Caspase-3/7 Substrat, das Z-DEVD-R110 
(Rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-Asp-L-Glu-L-Val-L-Asp), genutzt. Dieses Substrat fluoresziert 
bei 499 nm. Nach Zugabe zu den Zellen wird das Substrat durch die Caspasen 3/7 gespalten. 
Das DEVD-Peptid wird vom Rhodamin 110 entfernt, was das Emissionsmaximum des 
Rhodamins in den Bereich von 521 nm verschiebt. Die genaue Durchführung erfolgte nach der 
Anweisung des Herstellers. Die Zellen wurden zunächst in einer weißen 96-Well Platte in je 
100 µl Medium ausplattiert. Zum Zeitpunkt der Messung wurden je 100 µl pro Well der 
Caspase 3/7-Lösung dazu pipettiert. Die Lösung enthielt neben dem Caspase-Substrat auch 
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zelllysierende Substanzen, so dass vorherige Zelllyse nicht nötig war. Nach einer 
zweistündigen Inkubation bei RT wurde die Fluoreszenz bei einer Exzitation von 460 nm und 
einer Emission von 530 nm gemessen.  
6.2.9 [3H]-Thymidin-Inkorporation
Eine Methode für die Überprüfung der Zellproliferation ist eine Messung der Inkorporation 
von radioaktivem Thymidin. Zellen die sich in der Teilung befinden, replizieren ihre DNA. Bei 
einer Zugabe von radioaktivem Thymidin bauen sie dieses in die DNA ein. Anschließend kann 
die Radioaktivität gemessen werden.
Die in 6 cm ∅ Schalen stimulierten Zellen wurden mit Trypsin/EDTA abgelöst. Die auf 5*104
Zellen/ml eingestellte Zellsuspension wurde in eine 96-Well Platte (0,1 ml/Well) ausgesät. Als 
die Zellen nach ca. drei Stunden adhärent waren, wurde [3H]-Thymidin (0,5 µCi/Well) dazu
pipettiert. Die Inkorporation erfolgte über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2. Die Zellüberstände 
und die mit dH2O lysierten Zellen wurden durch einen für DNA undurchlässigen Filter geführt. 
Die DNA wurde mittels eines Cell-Harvester gesammelt. Die Filter wurden an der Luft 
getrocknet und anschließend in ein Szintillationsröhrchen überführt. Pro Röhrchen wurden 
jweils 3 ml eines Szintillationscoctails gegeben und die Radioaktivität wurde in einem 
Szintillationsmessgerät gemessen. Alle Messungen wurden vierfach durchgeführt.
6.2.10  Transfektion
Alle Transfektionen wurden bei einer Konfluenz der Zellen von 70-80 % durchgeführt. Hierzu 
wurden am Vortag des Experimentes je Transfektionsansatz 8*105 Zellen auf eine Schale mit 
einem Durchmesser von 10 cm ausgesät. 
6.2.10.1 Transfektion mit Lipofectamin-Plus
Für einen Ansatz wurden 2 µg Plasmid DNA in 750 µl Opti-MEM gegeben und gut gemischt. 
Dazu wurden 20 µl Plus-Reagenz pipettiert und gevortext. Nach einer 15minütigen Inkubation 
bei RT wurde der DNA-Ansatz zu einem Gemisch aus Opti-MEM (750 µl) und Lipofectamin 
(30 µl) gegeben und gemischt. Der komplette Ansatz wurde erneut 15 min bei RT inkubiert 
und zum Schluss zu 5 ml Opti-MEM gegeben. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen 
und mit dem Transfektionsansatz für drei Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit D-MEM weiterkultiviert. 
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6.2.10.2 Transfektion mit Calcium-Phosphat
Drei bis vier Stunden vor der Transfektion wurde das Medium erneuert. Für einen Ansatz 
wurden 36 µl einer 2 M Calciumchlorid-Lösung und 20 µg Plasmid DNA in 300 µl sterilem 
Wasser gelöst. In einem zweiten Röhrchen wurden 300 µl eines zweifachen HEPES-Puffer 
vorgelegt. Die DNA-Lösung wurde sehr langsam zu dem HEPES-Puffer pipettiert. Der Puffer 
wurde während der Zeit ständig geschüttelt. Der Ansatz wurde 30 min bei RT inkubiert und 
anschließend auf die Zellen gegeben. Die Transfektion verlief zwei Tage bei 37 °C und 5 % 
CO2. 
6.2.11  Migrationsassay
Die Migration von MEFs wurde in einer Neuro Probe Migrationskammer durchgeführt. Die 
Kammer bestand aus einem unteren und einem oberen Teil, zwischen denen sich eine 
Polycarbonatmembran mit 8 µm Poren (Neuro Probe) als Migrationsbarriere befand. Die 
Zellen wanderten von der oberen in die untere Kammer. Um einen Stimulusgradienten 
herzustellen, wurde das PDGF enthaltende Medium nur in die Wells der unteren Kammer 
vorgelegt. Am Tag vor dem Versuch wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % für 
eine Nacht auf SFM umgestellt. Am Versuchestag wurde die Polycarbonatmembran mit 0,01% 
Fibronectin/PBS für eine Stunde bei RT beschichtet, danach mit Wasser gespült und an der 
Luft getrocknet. In der Zwischenzeit wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgelöst und auf 
4*105 Zellen/ml eingestellt. Je 25 µl des PDGF (10 ng/ml) enthaltenden Mediums wurde in die 
Wells der unteren Kammer pipettiert. Die Membran wurde vorsichtig daraufgelegt, mit der 
oberen Kammer abgeschlossen und fest verschraubt. Die Zellsuspension (50 µl/Well) wurde 
pipettiert. Die Migration erfolgte sechs Stunden bei 37 °C und 5 % CO2. Anschließend wurden 
die nicht migrierten Zellen von der oberen Seite der Membran abgewischt und die Membran 
mit migrierten Zellen 15 min in einer 3,7%igen Formaldehyd/PBS-Lösung fixiert. Danach 
wurde die Membran mit Wasser gespült und eine Stunde in 3%iger Giemsa-Lösung gefärbt. 
Die Membran wurde erneut mit Wasser gespült und bei RT getrocknet. Für die Auswertung 
wurde die Membran eingescannt und die Farbintensität mit dem Tina-Programm bestimmt.   
6.2.12  Adhäsionsassay
Zunächst wurden die 96 Well-Platten mit 0,001%igem Fibronectin/PBS eine Stunde bei RT 
oder über Nacht bei 4 °C inkubiert, anschließend zweimal mit PBS gewaschen und eine Stunde 
bei RT mit 0,1 % BSA/PBS geblockt. Danach wurden die Platten einmal mit PBS gewaschen 
und bei RT getrocknet. Am Tag des Versuches wurden die subkonfluenten Zellen 40 - 60 min 
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lang mit 2 µM DiR bei 37 °C und 5 % CO2 gefärbt. DiR ist ein lipophiler Chromphor, der sich 
in die Zellmembran einlagert und somit die Detektion ermöglicht. Nach der Markierung 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgelöst. Die Zellzahl wurde 
auf 2*105 /ml eingestellt. Jeweils 0,1 ml/Well der Zellsuspension wurden in die mit Fibronectin 
beschichteten Wells pipettiert. Die nicht adhärenten Zellen wurden in bestimmten 
Zeitabständen (0 - 120 min) abgenommen und die Wells wurden zweimal mit PBS gewaschen. 
Bis zur Messung und während der Messung verblieben die Zellen in PBS. Die Detektion der 
adhärenten Zellen erfolgte bei Emissionsmaximum von 800 nm am Odyssey Infrared Imager. 
6.2.13 Aorta Ring Modell
Das Aorta Ring Modell wurde als ein Modell für Angiogenese durchgeführt. Hierzu werden 
kleine Abschnitte der Aorta in einem Matrigel eingebettet. Dieses Gel ist ein Extrakt aus 
einem Maustumor, dem Engelbreth-Holm-Swarm, was reich an extrazellulären 
Matrixproteinen ist. Nach der Einbettung der Aortaringe wurde das Gel zusätzlich mit einem 
Endothelzellmedium überschichtet, was Wachstumsfaktoren, wie EGF und ECGS enthielt. Das 
Auswachsen der Endothelzellen und ihr invasives Potential im Matrigel zu migrieren wird als 
ein Angiogenesemodell genutzt (Zhu et al. 2003). 
Die Aorta einer Maus wurde mit sterilem Präparationsbesteck präpariert und in möglichst 
dünne Ringe geschnitten. Bis zur Einbettung in Matrigel wurden die Aortastücke auf Eis 
gehalten. Mit vorgekühlten Glaspipetten wurde das Matrigel in Wells einer vorgekühlten 48-
Well Platte (0,4 ml/Well) pipettiert. Die Aortaringe wurden in den Wells, möglichst zentral,  
platziert. Durch eine Erhöhung der Temperatur auf 37 °C wurde das Matrigel fest. 
Anschließend wurde das Matrigel mit Endothelzellmedium überschichtet, um das Wachstum 
der Endothelzellen zu stimulieren. Das Medium wurde alle drei Tage erneuert. Je nach Versuch 
wurden dem Medium bestimmte Inhibitoren zugegeben, diese wurden in Abhängigkeit ihrer 
Halbwertszeit erneuert. Das Wachstum von Endothelzellen wurde mikroskopisch 
dokumentiert.  
6.2.14 Wund-Test
Am Vortag der Versuches wurden die Zellen in einer 24 Well Platte mit je 3,5*104 Zellen pro 
Well ausplattiert. Nachdem die Zellen adhärent waren, wurden sie einmal mit SFM gewaschen 
und über Nacht und während des ganzen Versuches in SFM kultiviert. Dadurch sollte 
gewährleistet werden, dass die Zellen während des Versuches nicht proliferieren. Am Tag des 
Versuches wurden mit einer sterilen gelben Pipettenspitze mehrere Wunden in dem Zellrasen 
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gemacht. Anschließend wurden die Zellen für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Das SFM 
enthielt dabei ggf. spezifische Inhibitoren. Die Wunden wurden mikroskopisch dokumentiert.    
6.2.15  Fixierung und Färbung der Zellen mit Kristallviolett
Das Medium wurde abgenommen und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen.
Anschließend wurde 3,7 % PFA/PBS auf die Zellen gegeben und für 20 min bei RT inkubiert. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und für ca. 20 min mit
einer 0,05 % Kristallviolettlösung gefärbt. Die 5%ige Stammlösung von Kristallviolett (in 
reinem Ethanol) wurde hierzu 1:100 mit dH2O verdünnt. 
6.3  Biochemische Methoden
6.3.1  Herstellung von Zelllysaten
Zunächst wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, abgeschabt und in einem Röhrchen 5 
min bei 500 g bei 4 °C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde im Lysispuffer aufgenommen, die 
Zellen wurden durch auf- und abpipettieren vereinzelt und 30 min bei 4 °C inkubiert. 
Anschließend wurden die Proben 10 min bei 13000 g und 4 °C zentrifugiert. Der proteinhaltige 
Überstand wurde in ein frisches Röhrchen überführt. 
6.3.2 Proteinfällung
Zum Aufkonzentrieren wässriger verdünnter Proteinlösungen wurden diese 9:1 mit 100%iger  
(w/v) TCA versetzt und die Proteine über Nacht bei 4 °C gefällt. Anschließend wurde 20 
Minuten bei 13000 g zentrifugiert, die Pellets dreimal mit eiskaltem Aceton gewaschen und in 
Ladungspuffer aufgenommen. Durch das Waschen mit Aceton war eine pH-Neutralisierung 
mit NaOH nicht nötig.
6.3.3 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford
Zur Proteinbestimmung wurde das Bradford-Reagenz (Bradford 1976) der Firma Biorad 
verwendet. Zu 20 µl Probe wurden 1 ml des 1:5 mit dH2O verdünnten Reagenz gegeben, 15 
min bei RT inkubiert und anschließend und die OD595nm gemessen. Eine Standardreihe wurde 
mit Rinderserumalbumin (BSA) angefertigt.
6.3.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur Auftrennung von Proteinen im SDS-Gel wurde die modifizierte Methode nach Laemmli 
(Laemmli 1970) verwendet, bei der durch einen pH-Sprung zwischen Trenn- und Sammelgel 
eine Schärfung der Banden stattfindet. Die Proteine wurden vor dem Auftragen für 5 Minuten 
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in Laemmlipuffer erhitzt. In der Regel wurden 10%ige oder 12%ige Gele verwendet. Das 
Einlaufen der Proteine in das Sammelgel erfolgte bei 80 V (ca. 30 min), dann wurde die 
Spannung auf 120 V erhöht. 
6.3.5 Nicht reduzierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)
Für einen Nachweis der Proteine in einem Zymogramm wurde die Auftrennung der Proteine 
unter nicht reduzierenden Bedingungen durchgeführt. Der Unterschied zu der herkömmlichen 
SDS-Page war das Fehlen des β-Mercaptoethanols im Laemmlipuffer. 
6.3.6 Western Blot
Nach der Auftrennung der Proteine im SDS-Gel wurden die Proteine mittels eines Semi-Dry 
Western Blot-Gerätes (Biorad) auf eine Hybond-ECL-Nitrocellulose Membran (Amersham 
Biosciences) übertragen. Die Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte für 90 min 
bei 0,8 mA/cm2 Gel bei maximal 20 V. Anschließend wurden die Gele mit Coomassie gefärbt, 
die Membran für 20 min in PBS gewaschen und für 1 h in Blockmilch geblockt. Der Nachweis 
der Proteine auf der Membran erfolgte mittels Antikörpern. Nach dem Blocken wurde viermal 
mit PBS-Tween (0,1 % Tween-20 in PBS)  gewaschen, der erste Antikörper in Blockmilch 
verdünnt zugesetzt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Membran wurde viermal jeweils 
fünf Minuten mit PBS-Tween gewaschen, der zweite Antikörper zugesetzt und eine Stunde bei 
RT inkubiert. Anschließend wurde erneut viermal jeweils fünf Minuten mit PBS-Tween 
gewaschen. Bei HRP-konjugierten sekundären Antikörpern wurde die Membran für eine 
Minute in Luminolreagenz inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels Chemilumineszenz im 
Gel-Dokumentationssystem (Fujifilm). 
6.3.7 Strippen des Western Blots
Auf der Membran gebundene Antikörper wurden durch Inkubation im Stripping Buffer für 20 
Minuten bei 50 °C entfernt. 
6.3.8 Zymogramm
Das Zymogramm wurde als eine indirekte Methode zum Nachweis der Aktivität des uPA-
Systems genutzt. uPA ist eine Serinprotease, welche Plasminogen zu Plasmin spezifisch 
konvertiert und von den Zellen sezerniert wird. Plasmin führt unspezifisch zur Proteolyse  einer 
ganzen Reihe von Proteinen, was u.a. die Zerstörung der extrazellulären Matrix hervorruft. 
Unter physiologischen Bedingungen spielt die plasmininduzierte Proteolyse eine Rolle z.B. bei 
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der Zellmigration. Die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin ist nicht von uPA alleine 
abhängig. uPA ist neben seinem Rezeptor (uPAR) und spezifischen Inhibitoren, wie PAI-1, ein 
Bestandteil eines Urokinas Plasminogen Systems. 
Zunächst wurden die Zellen in 6-Well Platten mit je 2*105 Zellen/Well ausgesät und nach der 
vollständigen Anhaftung für 12 h im SFM kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit UV-
C oder PMA stimuliert und in SFM für 24 h inkubiert. Die Proteine aus den Zellüberständen 
wurden mit TCA gefällt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter nichtreduzierenden 
Bedingungen mittels einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Danach wurde das Gel 
einmal in 2,5 % Triton X-100 und zweimal in dH2O für je 20 min gewaschen, danach auf ein 
Plasminogen-Substrat-Gel (2 µg/ml Plasminogen, 2,5 % fettarme Milch, 1 % Agarose, 100 
mM Tris-HCl, pH 7,5) geschichtet und über Nacht bei 37 °C und hoher Feuchtigkeit inkubiert. 
Im Plasminogen-Substartgel fungierte Plasminogen als Substrat für uPA und Milch als Substart 
für Plasmin. Auf der Höhe von ca. 45 kDa des SDS-Geles, was dem Molekulargewicht von 
uPA entsprich, entstand Plasmin, was zu einer Proteolyse der Milch führte. Die Stellen wurden 
auf dem weißen Substart-Gel als farblose Flecken sichtbar. Die Gele wurden dann mit einem 
schwarzen Hintergrund eingescannt und weiter ausgewertet.      
6.3.9  Immunzytochemie
Der Eintritt der HSV-1-Kapside in die Zelle und die Expression eines der frühen Virusproteine 
(ICP0) wurde mit Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht (Dohner et al. 2002; Marozin et 
al. 2004). Die MEFs wurden in 24-Well Platten auf sterilen mit Poly-L-Lysin beschichteten 
Deckgläschen ausgesät. Bei einer Konfluenz von ca. 80-90 % wurden die Zellen mit HSV-1 
(10 PFU/Zelle) für 3, 4 und 6 h infiziert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 
mit 3%igem PFA in PBS für 20 min bei RT fixiert und dreimal mit PBS gewaschen. Das 
verbleibende PFA wurde durch 50 mM NH4Cl in PBS für 10 min inaktiviert. Nach einem 
erneuten dreimaligen Waschen der Zellen mit PBS wurden sie mit 0,1 % Triton X-100 in PBS 
für 5 min permeabilisiert und wieder dreimal mit PBS gewaschen. Zum Abblocken 
unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde 0,5 % BSA in PBS für 30 min bei RT auf die 
Zellen gegeben. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und 30 min mit dem in 0,5 % 
BSA in PBS verdünnten primären Antikörper bei RT inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen dreimal für jeweils 10 min mit 0,5 % BSA in PBS gewaschen und mit dem in 0,5 % 
BSA in PBS verdünnten sekundären Antikörper 30 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation 
wurden die Zellen dreimal für jeweils 10 min mit 0,5 % BSA in PBS und zweimal für je 5 min 
mit PBS gewaschen. Die Deckgläschen wurden kurz mit ddH2O gewaschen und in Moviol (6 g 
Materialien und Methoden
57
Glycerin, 2,4 g Moviol 40-88, 6 ml ddH2O, 12 ml 0,2 M Tris pH 8,5, 25 mg/ml DABCO) auf 
einem Objektträger eingebettet. Die langfristige Lagerung der Präparate erfolgte bei 4 °C. Die 
Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.   
6.3.10 MAPKAP Kinase 2 Assay
Die Kinaseaktivität von MK2 wurde indirekt durch Phosphorylierung von Hsp25, welches ein 
Substrat von MK2 ist, bestimmt. 10 µl der Zelllysate (20-50 µg Protein) wurden hierzu mit 
dem Hsp25 enthaltenden 10 x Reaktionspuffer gemischt und anschließend mit dem das 
radioaktiv markierte γ-33P-ATP enthaltenden Startmix für 20-30 min bei 30 °C inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 4fachem SDS-Ladepuffer gestoppt. Die Proteine wurden 
bei 95 °C für 3-5 min denaturiert und mittels SDS-Page aufgetrennt. Das Gel wurde 
anschließend getrocknet und das durch Phosphorylierung von Hsp25 inkorporierte radioaktiv 
markierte Phosphat am Phosphoimager detektiert.  
6.3.11 Immunpräzipitation
Um ein bestimmtes Protein aus den Zelllysaten zu isolieren, wurde eine Immunpräzipitation 
durchgeführt. Hierzu wurden die spezifischen Antikörper zu den Zelllysaten gegeben. Die 
entstandenen Antigen-Antikörperkomplexe und die freien Antikörper wurden anschließend mit 
Protein-A-Sepharose ausgefällt.  
6.4 Molekularbiologische Methoden
6.4.1 Transformation
0,5 µg Plasmid-DNA wurden mit 200 µl chemisch kompetenter E. coli Zellen gemischt und für 
20 bis 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock (75 Sekunden bei 
42 °C im Wasserbad) und sofortiges Abkühlen auf Eis. Die Zellen wurden mit 800 µl SOC-
Medium versetzt, für 45 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und auf LB-Platten mit 
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert, wobei auf eine Platte 100 µl Suspension und auf die 
andere 500 µl ausgebracht werden. Es wurde über Nacht bei 37 °C inkubiert.
6.4.2 Präparation von Plasmid-DNA in großem Maßstab
Größere Mengen Plasmid-DNA von bis zu 500 µg wurden mit dem Maxi KitTM (Qiagen) nach 
dem Protokoll des Herstellers isoliert. Es wurden 300 ml-Übernachtkulturen des betreffenden 




6.4.3  Gelelektrophorese von DNA
Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden 1%ige Agarosegele verwendet, bei kleinen 
Fragmenten (<500 bp) 2%ige. Die Suspension von Agarose in 1 x TAE wurde mehrere Male in 
einer Mikrowelle kurz zum Sieden gebracht und nach Abkühlen auf ca. 60 °C Ethidiumbromid 
zugegeben. Nach Gießen und Erstarren des Gels wurde es mit TAE in einer Flachbett-
Elektrophoreseapparatur überschichtet und die Taschen mit den Proben beladen. Die 
Elektrophorese wurde 30 min bei 90 V durchgeführt. Anschließend wurde das Gel in einem 
UV-Transilluminator fotografiert.
6.4.4 Extraktion der DNA aus dem Agarosegel
Einzelne DNA-Banden wurden nach der Auftrennung mittels Gelelektrophorese aus dem Gel 
ausgeschnitten. Die Extrakton der DNA wurden mit einem Nucleo Spin Extrakt II-Kit von 
Macherey-Nagel nach der Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
6.4.5  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde in Quarzküvetten bei 260 nm photometrisch 
bestimmt. Die DNA bzw. die RNA wurde 1:80 in dH2O verdünnt und die Extinktion 
gemessen. Dabei entspricht 1 OD260nm 50 µg/ml dsDNA bzw. 40 µg/ml ssRNA.
6.4.6  Isolierung von RNA
Für die Isolierung der RNA wurden ca. 106 Zellen aus konfluenten 10 cm ∅ Zellkulturplatten 
benutzt. Die Zellen wurden zunächst mit kaltem PBS gewaschen und auf Eis abgeschabt. Bis 
zur Lyse der Zellen wurden sie auf Eis gehalten bzw. bei –80 °C für längere Lagerung 
eingefroren. Die weitere Durchführung erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen nach der 
Vorschrift des Herstellers.
6.4.7  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten benutzt. 
Zur Amplifikation wird HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) eingesetzt. Die PCR-Reaktion 
wurde folgendermaßen durchgeführt:
10x PCR-Puffer 2,5 µl
5x Q-Solution 5 µl
MgCl (25 mM) 0,5 µl
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dNTP-Lösung (je 10 mM) 0,5 µl
Primer fw. (10 pmol/µl) 0,5 µl 
Primer rv. (10 pmol/µl) 0,5 µl
HotStarTaq DNA Polymerase 0,2 µl
Template DNA 1 µl
dH2O 14,3 µl 
15 min bei 95°C
Denaturierung 30 s bei 95 °C
Annealing 60 s bei entsprechender Temperatur
Elongation 2 min pro kb bei 72 °C
25-30 Zyklen
Finale Extension 10 min bei 72 °C
6.4.8  Northern Blot
Northern Blot ist eine Methode zum Nachweis der mRNA. Die aus den Zellen isolierte RNA 
wurde zunächst in einem denaturierenden Agarosegel getrennt und anschließend auf eine 
Nylonmembran (Amersham Pharmacia Biotech) übertragen. Mit Hilfe von radioaktiv 
markierten Sonden wurden spezifische mRNAs detektiert. 
Alle Geräte wurden gründlich gesäubert und mit 70%igem Ethanol gespült. Wasser für alle 
Lösungen wurde mit DEPC (0,5 ml/ 1 l dH2O) behandelt und autoklaviert. Zunächst wurde ein 
1%iges Agarose-Gel im 1x MOPS, welches Formaldehyd und Formamid enthielt, gegossen. Je 
10 - 20 ng der RNA wurden mit dem dreifachen Volumen der RNA-Ladungsprobe gründlich
gemischt und 3 min bei 70 °C denaturiert. Die Proben wurden anschließend kurz 
abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V ca. 3 bis 4 h. 
Vor dem Bloten wurde die Qualität der RNA und die korrekte Auftrennung überprüft und 
dokumentiert. Es wurde aus mehreren Schichten von Wathman-Papier ein luftblasenfreier 
Sandwich gebildet: zunächst zwei mit 10 x SSC befeuchteten Lagen von Wathmann-Papier, 
das Gel, dann die Membran und mehrere Lagen von trockenem Wathmann-Papier. Auf das 
Sandwich wurden noch ein Stapel von zurechtgeschnittenen Papiertüchern (ca. 5 cm hoch) und 
ein Gewicht gelegt. Der Transfer der RNA auf die Membran erfolgte in 10 x SSC über Nacht. 
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Die Membran wurde dann kurz in 2 x SSC gewaschen, für zehn Minuten bei 80 °C getrocknet 
und anschließend zweimal mit 1200 J/m2 (Auto-Crosslinking) behandelt. Danach folgte die 
Pre-hybridisierung im Rapid-Hybridization Buffer (Amersham) bei 64 °C für 1- 2 h. Die 
radioaktive Sonde wurde mit dem Kit Megaprime DNA Labelling System (Amersham) nach 
der Anleitung des Herstellers vorbereitet. Um die Sonde radioaktiv zu markieren wurde ein 
dATP [α 33P] benutzt. Vor der Zugabe der Sonde wurden die nicht inkorporierten Nukleotide 
mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) nach der Anleitung des Herstellers 
entfernt. Die Sonde wurde anschließend zum Rapid-Hybridization Buffer gegeben und die 
Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 64 °C. Die Membran wurde dreimal für je 5 min bei RT 
mit 2 x SSC und 0,1 % SDS und danach zweimal für je 20 min bei 64 °C mit 0,1 x SSC und 
0,1 % SDS gewaschen. Die Auswertung erfolgte am Phosphoimager.
6.5 Virologische Methoden
6.5.1 Viruspräparation aus dem Mediumüberstand
Eine Viruspräparation von HSV1 (KOS) wurde in BHK-Zellen durchgeführt (Dohner et al. 
2002; Sodeik et al. 1997). Als Inokulum wurde HSV1(KOS) der Passage 2 aus BHK-Zellen 
benutzt. Zunächst wurden die BHK-Zellen in 40 Flaschen (175 cm2) ausgesät und bis zum 
Erreichen einer 90%igen Konfluenz bei 37 °C, und 5 % CO2 kultiviert. Die Zellen wurden 
zuerst einmal mit PBS gewaschen und mit 5 ml Inokulum (RPMI/BSA) bei RT auf einem 
Wippschüttler inkubiert. Nach einer Stunde wurden 25 ml von MEM/FCS-Medium 
dazupipettiert und weiter bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Die Virusernte erfolgte nach dem 
Eintreten eines kompletten cytopathischen Effektes (ca. 40 Stunden nach der Infektion). 90 % 
der Zellen waren dabei abgerundet und lösten sich beim Klopfen an die Flaschen ab. Die 
Überstände wurden gesammelt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und das PBS ebenso 
gesammelt. Die Zellen wurden aus den Überständen bei 4000 rpm (Beckmann J-21C, Rotor 
JA-10) und 4 °C für 10 min pelletiert. Die Überstände wurden in neue Zentrifugenbecher 
überführt und bei 12000 rpm (L8-70 UZ, Rotor 19) und 4 °C für 90 min zentrifugiert, um die 
Viren zu pelletieren. Die Überstände wurden verworfen, das restliche Medium vorsichtig 
entfernt und das Pellet in 2 ml MNT-Puffer (20 mM 2-Morpholinoethansulfonsäure, 100 mM 
NaCl, 30 mM Tris-HCl, pH 7,4) aufgenommen und gut resuspendiert. Die Viruslösung wurde 
24 h bei 4 °C inkubiert, was die Lösung des Pellets erleichtert. Anschließend wurde die 
Suspension weiter mit einer Pasteurpipette resuspendiert. Zwischendurch wurde dreimal für je 
30 sec. eine Ultraschallbehandlung bei 4 °C durchgeführt. Als in der Lösung keine Partikel 
mehr zu sehen waren, wurde die Suspension aliquotiert und in flüssigem Stickstoff 
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eingefroren. Die weitere Lagerung erfolgte bei -80 °C. Die Viruslösung wurde mittels eines 
Plaque Assays titriert.    
6.5.2 Plaque Assay
Die Infektiösität einer Viruslösung wurde mittels Plaque Assay in Vero Zellen bestimmt
(Dohner et al. 2002; Sodeik et al. 1997). Die wichtigste Form des erkennbaren Zellschadens 
virusinfizierter Zellen ist die Abkugelung der Zellen. Die initial infizierten Zellen infizieren 
ihre Nachbarzellen, die sich ebenfalls abrunden. So entsteht ein Plaque aus abgekugelten 
Zellen. Im weiteren Verlauf werden die Zellen cytopathisch und lösen sich von dem Zellrasen 
ab. An diesen Stellen entstehen zellfreie Areale. Der verbleibende Zellrasen kann fixiert und 
gefärbt werden. Aus der Anzahl der Plaques wird der Titer der Viruslösung (PFU/ml) 
errechnet. 
Zunächst wurden die Verozellen in 12 Well Platten mit 13*104 Zellen/Well ausgesät. Am 
nächsten Tag wurden die konfluenten Zellen mit der Viruslösung in verschiedenen 
Konzentrationen infiziert. Hierzu wurden die Zellen zunächst mit RPMI/BSA gewaschen und 
die Viren wurden 1 h bei RT inokuliert. Anschließend wurde das Inokulum verworfen und 
frisches Medium auf die Zellen gegeben. Das Medium wurde mit gepoolten humanen 20 µg/ml 
IgG, die immer auch HSV1 spezifische IgG enthalten, supplementiert. Dadurch wurde 
gewährleistet, dass die von den primär infizierten Zellen ins Medium sezernierten 
Virusnachkommen inaktiviert wurden und keine neuen Zellen infizieren konnten. Somit konnte 
die primäre Konzentration der Viren bestimmt werden. Die Inkubation verlief zwei Tage im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. In der Zeit wurde die Plaquebildung mikroskopisch 
beobachtet und protokolliert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit 9,25%igem PFA in PBS 
fixiert und mit 0,025%igem Kristallviolett in 5%igem Ethanol gefärbt. 
6.5.3  Infektion der Zellen für Protein- bzw. RNA-Isolierung
Am Vortag des Versuches wurden die Zellen in 6 cm bzw. 10 cm ∅ Schalen ausgesät. Bei 
einer Konfluenz von 80 - 90 % wurden die Zellen mit 20 PFU/ Zelle infiziert. Zunächst wurden 
die Zellen einmal für 15 min mit kaltem mit HEPES gepuffertem RPMI/BSA auf Eis 
gewaschen. Die Inokulation mit HSV-1 wurde 2 h lang auf Eis in RPMI/BSA durchgeführt. 
Das Inokulum wurde entfernt und die Zellen in serumhaltigem DMEM bei 37 °C und 5 % CO2





In diesem Assay wurde eine HSV-1(KOS)tk12-Mutante benutzt, die das bakterielle LacZ Gen 
unter der Kontrolle des ICP4 Promotors besitzt (Warner et al. 1998). Da das ICP4-Protein zu 
den viralen immediate early Proteinen gehört, wird die Aktivität des Enzyms β-Galactosidase 
als ein Indikator für den Viruseintritt eingesetzt (Dohner et al. 2002; Mabit et al. 2002; 
Marozin et al. 2004). 
Am Vortag wurden die Zellen in 24-Well Platten ausgesät. Es wurden immer zwei Platten 
parallel behandelt. Eine diente für die Bestimmung der β-Galaktosidaseaktivität durch ONPG-
Färbung, die zweite für die Zellzahlkontrolle mittels Kristallviolettfärbung (CV). Bei einer 
Konfluenz von 80-90 % wurde eine Virusinfektion mit 3*106 PFU/Well für MEFs und 6*106
PFU/Well für Makrophagen durchgeführt. Zunächst wurden die Zellen einmal für 15 min mit 
CO2-unabhängigem Medium (0,1 % BSA) gewaschen. Das Medium wurde abgesaugt, und 
0,25 ml/Well CO2-unabhängiges Medium (0,1 % BSA) mit Viren wurde auf die Zellen für eine 
Stunde bei 37 °C gegeben. Anschließend wurde das Inokulum abgesaugt, je 0,5 ml/Well vom 
CO2-unabhängigem Medium (10 % FCS) dazupipettiert und weitere vier Stunden bei 37 °C im 
Wasserbad inkubiert. Für die ONPG-Färbung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen 
und anschließend 15 min bei RT lysiert (1 mg/ml BSA, 0,5 % Triton X-100, 2 µg/ml 
Aprotinin, 10 µg/ml E-64, 2 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml Antipain, 2 µg/ml Bestatin, 2 µg/ml 
Pepstatin, 160 µg/ml PMSF in PBS). Nach einer vollständigen Lyse der Zellen wurden 0,2 
ml/Well der ONPG-Lösung (3,5 mg/ml ONPG in 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,5) 
dazugegeben. Nach einer dreistündigen Inkubation bei RT wurde die OD bei 420 nm 
gemessen. Die zweite Platte wurde, wie im Teil Zellbiologische Methoden beschrieben, mit 
PFA/PBS fixiert und mit Kristallviolett (CV) gefärbt. Für die Auswertung wurden die ONPG-
Werte durch die CV-Werte dividiert, um auszuschließen, dass die Unterschiede auf der 
unterschiedlichen Zellzahl basieren.    
6.5.5 Virusreplikationassay, TCID50-Test 
Die Replikation der Viren in den verschiedenen Zelllinien wurde in einem modifizierten 
Plaque Assay, dem TCID50, in Verozellen durchgeführt. Die verschiedenen Zelllinien wurden 
infiziert und später als Inokulum für Verozellen benutzt. Das Sterben der Verozellen diente als 
Indikator für die Virusreplikation in den Zelllinien. 
Zunächst wurden die Zellen mit einer niedrigen MOI von 0,1, 0,01 bzw. 0,001 PFU/Zelle 
infiziert. Nach einer 48-stündigen Infektion wurden die Zellen und der Zellüberstand 
Materialien und Methoden
63
gesammelt und durch dreifaches Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C 
vollständig lysiert. Es wurden Verdünnungsreihen dieser Viruslösungen in 96 Well Platten  
vorbereitet (50 µl/Well). Anschließend wurden je 100 µl in jedes Well einer 
Verozellsuspension (4*105 Zellen/ml) pipettiert. Die Infektion verlief 48 h bei 37 °C und 5 % 
CO2. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit PFA/PBS fixiert, erneut 
gewaschen und mit Kristallviolett gefärbt. Nachdem das Kristallviolett getrocknet war, wurde 
es mit reinem Ethanol gelöst und die OD bei 595 nm bestimmt.
6.5.6 Plaque-Reduction-Assay
Eine Virusinfektion löst in den Zellen eine antivirale Antwort aus. Zytokine werden von den 
Zellen produziert und sezerniert. Die Konditionierung des Mediums durch Zytokine kann in 
einem Plaque-Reduction-Assay überprüft werden. Das Medium, welches die Zytokine enthält, 
wird gesammelt und auf Verozellen gegeben. Nach dieser Vorinkubation werden die 
Verozellen infiziert. Die Zytokine können die Infektion der Verozellen beeinflussen und somit 
die Bildung von Plaques verändern.
Die Zellen wurden zunächst mit einer niedrigen MOI von 0,1 bzw. 0,01 PFU/Zelle für 48 h 
infiziert. Die Mediumüberstände wurden gesammelt und 20 min bei 55000 g bei 4 °C 
zentrifugiert, um die Viruspartikel aus den Überständen zu entfernen. Die Überstände wurden 
auf Verozellen gegeben. Nach zwölfstündiger Inkubation wurden die Überstände abgenommen 
und die Zellen wurden mit MOI 0,002 PFU/Zelle für inokuliert. Nach einer Stunde wurde das 
Inokulum verworfen und die zytokinkonditionierten Überstände wurden erneut auf die Zellen 
gegeben. Nach drei bis fünf Tagen der Infektion wurden die Verozellen mit PFA/PBS fixiert 
und mit Kristallviolett gefärbt. Als Kontrolle dienten Verozellen, die vor und während der 
Infektion nicht mit Mediumüberständen inkubiert wurden. Die Anzahl und die Größe der 
Plaques wurden als Maß für die Bildung der Zytokine in den erst infizierten Zelllinien 
genommen.  
6.5.7 Zytotoxizität       
 Eine Virusinfektion führt letztendlich zu einer Lyse der Zellen. Das Überleben der Zellen 
hängt von mehreren Faktoren, wie der Virusreplikation und der antiviralen Antwort der 
Wirtszellen ab. Die Zytotoxizität einer HSV-1-Infektion wurde nach einer 30-stündigen 
Infektion mit verschiedenen Viruskonzentrationen bestimmt. Hierzu wurden die Viren in einer 
96-Well Platte mit verschiedenen MOI in einem RPMI-Medium mit 0,1 % BSA vorgelegt. 
Dazu wurde die Zellsuspension mit je 1*104 Zellen pro Well pipettiert. Die Infektion verlief 
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bei 37 °C und 5 % CO2 für 30 h. Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, 
mit 3,7 % PFA/PBS fixiert, erneut mit PBS gewaschen und mit Kristallviolett gefärbt. Nach 
der Färbung wurden die Zellen mit dH2O gewaschen, getrocknet und das verbliebene 




7.1 Die Rolle von MK2 bei der Expression und der Aktivierung von uPA und 
uPAR
Am Beispiel von TNFα und IL6 wurde gezeigt, dass MK2 in die post-transkriptionelle 
Regulation von Zytokinen involviert ist (Kotlyarov et al. 1999; Neininger et al. 2002). Diese 
Regulation ist von AREs in der 3’nichttranslatierten Region in der Zytokin-mRNA abhängig.  
Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dass p38 und ihr Substrat MK2 in die Regulation der 
Zellmigration involviert sind. Die MK2-defizienten immortalisierten MEFs und die MK2-
defizienten primären glatten Muskelzellen zeigten ein signifikant gehemmtes 
Migrationsverhalten im Vergleich zu den WT Zellen (Kotlyarov et al. 2002). Weitere 
Untersuchungen sollten auf den Urokinase Plasminogen Aktivator und seinen Rezeptor 
ausgedehnt werden. Zum einen enthält die mRNA von uPA und uPAR AREs in der 
3’nichttranslatierten Region. Zum anderen ist uPA als eine Serinprotease zusammen mit 
seinem Rezeptor in verschiedene physiologische Prozesse involviert, wie Angiogenese, 
Tumormetastasierung oder Wundheilung (Witowsky et al. 2003). Verschiedene Tumorzellen 
zeigen beispielsweise eine erhöhte uPA-Expression (Duffy 2004).
In der vorliegenden Arbeit wurden immortalisierte MEFs, primäre und immortalisierte 
Makrophagen mit UV-C bzw. mit LPS stimuliert. Diese Stimulationsmethode wurden gewählt, 
da beide den p38/MK2 Signalweg aktivieren können (Han et al. 1994). Eine Stimulation von 
uPA durch LPS ist bisher nicht bekannt. Miralles und Kollegen zeigten, dass eine uPA-
Stimulierung durch UV-C von JNK und nicht von EKR1/2 und p38 abhängig ist (Miralles et 
al. 1998a). Als eine positive Kontrolle wurde PMA benutzt, welches in vielen Zellen uPA 
effizient stimulieren kann (Witowsky et al. 2003). Die PMA-abhängige uPA-Stimulierung 
scheint durch ERK2 Signalweg reguliert zu werden (Irigoyen et al. 1997; Miralles et al. 1998b)
7.1.1 Die Aktivität des uPA
Die Aktivität des uPA wurde in immortalisierten MEFs analysiert. Vor der Stimulation wurden
die Zellen mit dem wasserlöslichen p38-Inhibitor SB203580 (10 µM) bzw. einer gegenüber 
p38 nicht aktiven, strukturell ähnlichen Vergleichssubstanz SB202474 (10 µM) behandelt. 
Nach einer Stunde wurden die Zellen mit UV-C (20 J/m2) stimuliert und für 24 h in SFM mit 
bzw. ohne den Inhibitor inkubiert. Anschließend wurden die Proteine aus dem Zellüberstand 







Abbildung 7-1: Die Aktivität von uPA in UV-stimulierten MEFs. Immortalisierte MEFs: WT und MK2-/- wurden mit UV (20 J/m2) 
stimuliert. Nach einer 24-stündigen Inkubation im SFM, welches den Inhibitor SB203580 (10 µM) oder seine nicht aktive Form 
SB202474 (10 µM) enthielt, wurden die Proteine aus den Überständen ausgefällt. Mittels eines Zymogramms wurde die Aktivität von 
uPA nachgewiesen. UV konnte in WT uPA stimulieren. Diese Stimulation konnte mit dem p38-Inhibitor gesenkt werden. In MK2 
defizienten Zellen konnte eine Stimulation von uPA nicht detektiert werden. Die Aktivität von uPA in unstimulierten Zellen war in 
MK2-/- geringer als in WT. Die Stimulation mit 100 nM PMA, welche von p38 nicht abhängig ist, führte in WT und in MK2-/- zu 
einer erhöhten Aktivität von uPA.      
UV-Strahlung konnte in WT Zellen eine signifikante Erhöhung der Aktivität von uPA 
stimulieren. Eine Inhibierung der p38 führte zu einer Hemmung der uPA-Stimulation. In MK2-
defizienten MEFs war bereits in unstimulierten Zellen eine signifikant gesenkte Basalaktivität 
von uPA zu beobachten. Diese konnte mit UV nicht stimuliert werden. PMA diente in diesem 
Versuch als eine p38-unabhängige Positivkontrolle. Es konnte gezeigt werden, dass nach einer 
Behandlung mit PMA (100 nM) eine Erhöhung der Aktivität von uPA sowohl in WT als auch 
in MK2-defizienten Zellen stattfand (Abb. 7-1).
In einem Rescue-Versuch sollte untersucht werden, ob eine Rückführung der MK2 in MK2-/-
MEFs die Aktivität von uPA und deren Stimulierbarkeit durch UV restaurieren kann. Dazu 
wurden die MEFs mit pcDNA3-myc-MK2WT und pEGFP-C1 bzw. nur mit pEGFP-C1 
transfiziert, wobei pEGFP-C1 als Transfektionskontrolle diente. Die Transfektionseffizienz, 
welche anhand der GFP-positiven Zellen durch eine mikroskopische Betrachtung geschätzt 
wurde, lag bei mind. 40 % der gesamten Zellen. Vor der UV-Stimulation erfolgte eine 
einstündige Vorinkubation mit SB203580 (10 µM) bzw. mit DMSO, was als 
Lösungsmittelkontrolle für SB203580 diente. Der Inhibitor bzw. DMSO war in der 
anschließenden 24-stündigen Inkubation in SFM enthalten. Die Ergebnisse eines 











































Abbildung 7-2: Restaurierung der uPA-Aktivität durch eine Rückführung der MK2 in die MK2-/- MEFs. Immortalisierte MK2-/-
MEFs wurden mit pcDNA3-myc-MK2WT und pEGFP-C1 bzw. nur mit pEGFP-C1 transfiziert. Die WT Zellen wurden mit pEGFP-
C1 transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit UV (20 J/m2) stimuliert und für 24 h im SFM inkubiert. Eine 
Stunde vor der Stimulation und während der gesamten Stimulation wurde zu den Zelln SB203580 (10 µM) bzw. DMSO, welches als 
Lösungsmittel für SB203580 diente, zugegeben. Anschließend wurden die Proteine aus den Zellüberständen ausgefällt und die 
Aktivität von uPA wurde in einem Zymogramm nachgewiesen. In MK2-/- MEFs, die mit MK2 transfiziert wurden, konnte eine 
signifikante Stimulation von uPA beobachtet werden. Diese konnte mit SB203580 gehemmt werden.   
Durch das Zurückbringen der MK2 in die MK2-/- MEFs konnte die Aktivität von uPA 
restauriert werden. Der p38-Inhibitor hemmte in diesen Zellen die Aktivität von uPA. In WT 
Zellen, die als Kontrolle mit GFP transfiziert wurden, konnte eine signifikante Stimulation von 
uPA beobachtet werden. In den transfizierten WT Zellen wurde keine Inhibierung durch 
SB203580 beobachtet, was möglicherweise mit der Plasmidpräparation, z. B. einer 
Kontamination mit LPS zusammenhängen könnte. 
In einem weiteren Schritt wurden die Ergebnisse in primären Makrophagen überprüft. Zellen 
aus dem Knochenmark adulter Mäuse wurden isoliert und durch eine Stimulation mit GM-CSF 
zu Makrophagen differenziert. Nach ca. einer Woche erreichten die Zellen eine 90%ige 
Konfluenz und wurden für die Versuche verwendet. Die Stimulation erfolgte mit UV (10 und 
20 J/m2) bzw. mit PMA (100 nM). Die Proteine aus den Zellüberständen wurden nach einer 
24-stündigen Inkubation in SFM ausgefällt und die uPA-Aktivität wurde in einem 




Abbildung 7-3: UV-Stimulation von uPA-Aktivität in primaren Makrophagen. Die aus dem Knochenmark adulter Mäuse 
stammenden primären Makrophagen wurden mit UV (10 bzw. 20 J/m2) bzw. mit PMA (100 nM) stimuliert. Nach einer 24-stündigen 
Inkubation in SFM wurden die Proteine aus den Zellüberständen ausgefällt und die Aktivität von uPA wurde in einem Zymogramm 
nachgewiesen. UV stimulierte in WT und in MK2-/- Makrophagen die Aktivität von uPA. Die Stimulation war jedoch in MK2 
defizienten Zellen signifikant schwächer als in den WT Zellen. PMA stimulierte uPA in WT und in MK2-/- Makrophagen gleich stark.     
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In primären Makrophagen konnten die Ergebnisse, welche mit immortalisierten MEFs erhalten 
wurden, bestätigt werden (Abb. 7-3). UV-Strahlung konnte die Aktivität von uPA stimulieren. 
Im Gegensatz zu immortalisierten MK2-/- MEFs, in denen keine uPA-Stimulation detektiert 
wurde (Abb. 7-1), konnte in primären MK2-defizienten Makrophagen eine leichte 
Stimulierung von uPA beobachtet werden. Diese war jedoch signifikant schwächer als in den 
primären WT Zellen, was mit den Ergebnissen in immortalisierten MEFs korreliert.   
7.1.2 Expression von uPA und uPAR auf mRNA-Ebene 
Nachdem die Aktivität von uPA mittels Zymogramm präsentiert wurde, sollte seine Expression
auf der mRNA-Ebene geprüft werden. Das mRNA-Niveau für uPA und uPAR wurde in 
immortalisierten Makrophagen untersucht. Hierzu wurden die WT und MK2-/- Zellen mit LPS 
(1 µg/ml) für 30, 60 und 240 min stimuliert. Danach wurde die RNA isoliert, in einem 
Formamid/Formaldehyd-Gel aufgetrennt und auf eine Membran übertragen. Anschließend 







Abbildung 7-4: Northern Blot-Nachweis der LPS-stimulierten Expression von uPA- und uPAR-mRNA. Die immortalisierten 
Makrophagen WT und MK2-/- wurden mit 1 µg/ml LPS stimuliert. Die RNA wurde isoliert und die mRNA von uPA und uPAR in 
einem Northern Blot detektiert. Als endogener Standard wurde die mRNA von ß-Actin verwendet. Es konnte eine dramatische 
Senkung der uPA-mRNA in MK2-/- Makrophagen beobachtet werden. Die Menge der uPAR-mRNA war in den MK2-/- Zellen 
signifikant niedriger als in WT.  
Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die Expression von uPA-mRNA und von uPAR-
mRNA nach LPS-Stimulation in WT Zellen erhöht war. Das Maximum von uPA-mRNA 
wurde bereits nach 30 min erreicht. Nach 240 min konnte keine erhöhte Menge von mRNA 
detektiert werden. Die Stimulation der Expression von uPAR-mRNA nach einer LPS 
Behandlung erfolgte, im Vergleich zu uPA-mRNA, deutlich langsamer. Die höchste mRNA-
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Menge wurde nach 240 min detektiert. In MK2 defizienten Zellen wurde eine starke Hemmung 
der uPA-mRNA-Menge und eine schwächere Reduktion der uPAR-mRNA gezeigt.
Es folgte eine Überprüfung der Ergebnisse in primären Makrophagen. Hierzu wurden Zellen 
aus dem Knochenmark adulter Mäuse isoliert und durch eine Stimulation mit GM-CSF zu 
Makrophagen differenziert. Nach ca. einer Woche erreichten die Zellen eine 90%ige 
Konfluenz und wurden für Versuche verwendet. Zusätzlich wurde Aktinomycin D eingesetzt, 
welches die Transkription blockiert. Das sollte Hinweise auf die Stabilität der mRNAs geben. 
Neben WT und MK2-/- wurden auch Tristetraprolin TTP-/- und MK2/TTP-/- Zellen überprüft. 
TTP ist ein von MK2 reguliertes Protein, welches an die ARE enthaltenden mRNAs bindet und 
diese destabilisiert (Dean et al. 2004; Hitti et al. 2006; Tchen et al. 2004). Es sollte überprüft 
werden, ob TTP auch in die Regulation von uPA-mRNA eingreift, welche ARE in der 3’-
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Abbildung 7-5: Die Expression und Stabilität von uPA-mRNA in LPS-stimulierten primären Makrophagen Die aus dem 
Knochenmark adulter Mäuse stammenden primären Makrophagen wurden mit LPS (1 µg/ml) für 30 min stimuliert, anschließend 
wurde Aktinomycin D (2 µg/ml) für weitere 60 min zugegeben. In einem Northern Blot wurde die mRNA von uPA detektiert. In den 
MK2-/- Zellen konnte nach der LPS-Stimulation keine uPA-mRNA detektiert werden. In den TTP-/- und in den MK2/TTP-/- Zellen 
war der Level an uPA-mRNA gleich dem in WT-Zellen. Nach dem Transkriptionsstopp durch Aktinomycin D blieb die uPA-mRNA 
in WT, TTP-/- und MK2/TTP-/- stabil.
Die signifikante Reduzierung der uPA-Transkripte in immortalisierten MK2-/- Makrophagen 
konnte in primären Makrophagen bestätigt werden (Abb. 7-5). Zusätzlich wurde gezeigt, dass 
beim Fehlen des TTP die Menge von uPA-mRNA nicht verändert wurde. Auch in dem 
Doppel-knock-out konnte keine signifikante Änderung der uPA-mRNA im Vergleich mit WT 
detektiert werden. Nachdem die Transkription durch Aktinomycin D gehemmt wurde, konnte 
gezeigt werden, dass die uPA-Transkripte in WT, TTP-/- und in MK2/TTP-/- stabil blieben. Da 
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die Expression von uPA-mRNA in den MK2-/- Zellen zu gering war, können keine Aussagen 
über die mRNA Stabilität von uPA in MK2-defizienten Zellen gemacht werden.
7.1.3 Aorta Ring Modell 
Es wurde bereits gezeigt, dass sowohl uPA als auch uPAR in die Angiogenese involviert sind 
(Blasi and Carmeliet 2002; Pepper 2001). Weiterhin ist auch der p38/MK2-Signalweg sowohl 
an der Regulation von uPA und von uPAR als auch an der Regulation der Zellmigration 
beteiligt (Gerthoffer and Gunst 2001; Guay et al. 1997; Han et al. 2002; Hannigan et al. 2001; 
Hedges et al. 1999; Huang et al. 2000; Kotlyarov et al. 2002; Tran et al. 2003; Yu et al. 2004). 
Deshalb wurde im nächsten Schritt ein ex vivo Modell für die Angiogenese zur Analyse der 
MK2- und TTP-Defizienz verwendet. Dabei sollte das invasive Verhalten der Endothelzellen 
aus WT, MK2-/-, TTP-/- und den doppeltdefizienten Mäusen verglichen werden. MK5-/-
Endothelzellen wurden als eine weitere negative Kontrolle genutzt, da MK5 eine Kinase des 
ERK3- und nicht des p38-Signalweges ist (Schumacher et al. 2004). 
Zunächst wurden Aortastücke aus jeweils zwei WT, MK2-/- und MK5-/- Mäusen isoliert und 
als dünne Ringe im Matrigel eingebettet. Das Gel wurde mit Endothelzellmedium 
überschichtet, welches mit EGF (0,1 µg/ml) und ECGS (200 µg/ml) supplementiert wurde. Das 
Medium wurde jeweils nach drei Tagen erneuert. Die Endothelzellausbreitung wurde nach 14 




Abbildung 7-6: Das Wachstum von WT, MK2-/- und MK5-/- - Endothelzellen im Matrigel. Die aus den Mäusen präparierten 
Aortaringe wurden im Matrigel eingebettet und mit Endothelzellmedium, welches EGF (0,1 µg/ml) und ECGS (200 µg/ml) enthielt, 
überschichtet. Das invasive Verhalten der Endothelzellen wurde nach 14 Tagen mikroskopisch dokumentiert. Es wurde jeweils eine 
repräsentative Abbildung dargestellt. Es konnte eine dramatische Hemmung des Endothelzellwachstums in MK2-/- Mäusen im 
Vergleich mit WT beobachtet werden. Das Fehlen der MK5 zeigte keine Wirkung auf die Ausbreitung der Endothelzellen.
In MK2-defizienten Mäusen konnte eine signifikante Hemmung des Wachstums und der 
Ausbreitung der Endothelzellen in diesem Angiogenesemodell beobachtet werden. Während in 
WT und MK5-/- ein starkes Wachstum und invasives Verhalten der Zellen beobachtet wurde, 
wuchsen in MK2-/- nur vereinzelte Zellen.
Im einem weiteren Schritt wurden Aortaringe aus WT, MK2-/-, TTP-/- und MK2/TTP-/-
Mäusen isoliert. Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte wie oben beschrieben. Zusätzlich 
wurde in diesem Assay der p38-Inhibitor SB203580 (10 µM) und ein spezifischer Inhibitor von 




























Abbildung 7-7: Das Wachstum der Endothelzellen im Matrigel. Die Aortaringe aus WT (A), MK2-/- (B), TTP-/- (C), und MK2/TTP-/-
(D) Mäusen wurden im Matrigel eingebettet und mit Endothelzellmedium, welches EGF (0,1 µg/ml) und ECGS (200 µg/ml) enthielt, 
überschichtet. Zusätzlich wurde das Medium mit SB203580 (10 µM), PAI-1 (25 ng/ml) oder DMSO, in dem SB203580 gelöst war, 
supplementiert. Das Wachstum der Endothelzellen wurde nach 7 und nach 14 Tagen mikroskopisch dokumentiert. Es wurde jeweils 
eine repräsentative Abbildung dargestellt. In MK2-/- Mäusen wurde eine dramatische Hemmung der Endothelzellen beobachtet (B). 
Das Wachstum der Endothelzellen in TTP-/- (C) und MK2/TTP-/- (D) Mäusen war gehemmt. Eine Inhibierung der p38 durch 
SB203580 führte in WT zu einer signifikanten Hemmung der Endothelzellen (A). SB203580 zeigte keine Wirkung in dem invasiven 
Verhalten der Endothelzellen in MK2-/- (B), TTP-/- (C) und MK2/TTP-/- (D). Die veränderte Morphologie der mit SB203580 
behandelten WT, MK2-/-, TTP-/- und MK2/TTP-/- Zellen ist möglicherweise auf eine Hemmung der glatten Muskelzellen und der 
Perizyten, welche die Endothelzellen umhüllen, zurückzuführen (A), (B), (C), (D). PAI-1 führte in WT, TTP-/- und MK2/TTP-/- zu 
einer geringen Inhibierung der Endothelzellen (A), (C), (D) und zeigte keine Wirkung in MK2-/- (B).       
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Das Wachstum und die Ausbreitung der Endothelzellen in TTP-/- und in MK2/TTP-/- Mäusen 
war im Vergleich zum WT gehemmt, jedoch nicht in dem Maß wie es in MK2-/- Tieren 
beobachtet wurde. Der spezifische p38-Inhibitor SB203580 konnte die Ausbreitung und das 
Wachstum der Zellen in WT signifikant hemmen, zeigte jedoch keine Wirkung auf die 
Endothelzellen in MK2-/-, TTP-/- und MK2/TTP-/-. Die Morphologie der mit SB203580 
behandelten Zellen war in allen Genotypen verändert, da SB203580 die Umhüllung der 
Endothelzellen durch glatte Muskelzellen und Perizyten hemmt (Zhu et al. 2003). Dadurch 
erschienen die mit SB203580 behandelten Zellen glatter, während auf den Kontrollzellen und 
den mit PAI-1 behandelten Zellen kleinere, morphologisch unterschiedliche Zellen zu 
beobachten waren. PAI-1 konnte die Ausbreitung der Endothelzellen aus WT, TTP-/- und 
MK2/TTP-/- Mäusen gering hemmen und zeigte keine Wirkung auf das Auswachsen von 
Endothelzellen aus MK2-defizienten Aortaringen. 
Durch den Einsatz von PAI-1 konnte nicht eindeutig demonstriert werden, ob die Ausbreitung 
der Endothelzellen in dem untersuchten Angiogenesemodell uPA-abhängig ist (Abb. 6-7). Da 
uPA und andere Komponenten des Urokinase Plasminogen Systems, wie uPAR, Plasmin und 
PAI-1 auch an der Wundheilung beteiligt sind (Witowsky et al. 2003), sollte die Wirkung von 
PAI-1 in einem in-vitro-Wund-Test überprüft werden. Hierzu wurden in einem Monolayer der 
immortalisierten WT MEFs Wunden erzeugt. Die Zellen wurden für 24 h in SFM, welches 
PAI-1 (2,5 ng/ml), SB203580 (10 µM) bzw. DMSO inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
fixiert und mit Kristallviolett gefärbt. Die Wunden in dem Zellrasen wurden dann 
mikroskopisch dokumentiert (Abb. 7-8).    
WT
SB203580 + PAI-1PAI-1SB203580K
Abbildung 7-8: In-vitro-Wund-Test in den immortalisierten WT MEFs. Die Zellen wurden gleichmäßig ausgesät und ca. 12 h vor dem 
Versuch auf SFM umgesetzt. In dem Zellrasen wurden mit einer Pipettenspitze Wunden erzeugt. Nach einer 24-stündigen Inkubation 
im SFM, welches SB203580 (10 µM), PAI-1 (2,5 ng/ml) bzw. DMSO das Lösungsmedium für SB203580 enthielt, wurde das Schließen 
der Wunde mikroskopisch dokumentiert. Eine Inhibierung der p38 führte zu einer signifikanten Hemmung der Wundschließung. Der 
PAI-1 allein hatte keine Wirkung, zeigte jedoch bei einer gleichzeitigen Inhibierung der p38 eine stimulierende Wirkung.  
Die Kontrollzellen konnten die im Zellrasen erzeugte Wunde schließen, was durch eine 
Inhibierung der p38 verhindert werden konnte. Der Plasminogen Inhibitor (PAI-1) allein zeigte 
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hingegen keine signifikante Wirkung. Bei einer gleichzeitigen Behandlung mit SB203580 
wirkte PAI-1 leicht stimulierend auf das Schließen der Wunde.
Sowohl die Ausbreitung der Endothelzellen in dem Aortaringmodell als auch das Schließen der 
Wunde in dem in-vitro-Wund-Test waren stark p38-, jedoch nicht eindeutig uPA-abhängig. 
7.2 Die Rolle von MK2 bei der Virusinfektion
7.2.1 Aktivierung von p38 und MK2 durch HSV-1
Viren, wie HSV-1 (Hargett et al. 2005; Zachos et al. 1999) oder Epstein-Barr Virus (Adamson 
et al. 2000), sind in der Lage in der Wirtszelle p38 zu aktivieren. Um die Rolle der MK2 bei 
der HSV-1-Infektion zu untersuchen, sollte zunächst die Aktivierung von p38 und von MK2 
durch HSV-1 überprüft werden. Hierzu wurden primäre WT MEFs mit dem HSV-1-Stamm 
KOStk12 mit einer MOI von 20 PFU/Zelle für verschiedene Zeitintervalle infiziert und 
anschließend lysiert. Die Phosphorylierung der p38 wurde mittels Western Blot überprüft. Es 
wurden spezifische Antikörper benutzt, die ausschließlich die doppelte Phosphorylierung der 
p38 sowohl am Threonin 180 als auch am Tyrosin 182 erkennen können (Abb. 7-9A). Die 
Aktivierung von MK2 wurde in einem Kinase Assay detektiert. Hierzu wurde die 
Phosphorylierung von Hsp25, das ein direktes Substrat für MK2 ist (Kotlyarov and Gaestel 
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Abbildung 7-9: Aktivierung von p38 und von MK2 durch HSV-1. Primäre MEFs wurden mit HSV-1-KOStk12 (20 PFU/Zelle) 
infiziert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Phosphorylierung von p38 wurde mittels Western Blot (A) und die Aktivität 
von MK2 mittels Kinase Assay (B) untersucht. Die stärkste Phosphorylierung von p38 wurde zwischen 6 und 8 Stunden nach der 
Infektion detektiert (A). Die höchste MK2-Aktivität lag zwischen 6 und 8 h.
Es konnte bestätigt werden, dass HSV-1 p38 aktivieren kann. Die Phosphorylierung der p38 
erreichte ihr Maximum zwischen 6 und 8 Stunden. Die Aktivierung der MK2 war zwischen 6 
und 8 Stunden nach der Infektion am höchsten. Somit aktiviert HSV-1-Infektion in primären 
MEFs den p38/MK2-Signalweg.
7.2.2 Expression von Tristetraprolin (TTP)
Da HSV-1 den p38/MK2-Signalweg aktivieren kann, sollte in einem weiteren Schritt die 
Expression von TTP, eines der MK2 Substrate, bei einer HSV-1 Infektion überprüft werden. 
TTP führt zu einer Destabilisierung der AREs in der 3’-nichtranslatierten Region enthaltenden 
mRNAs (Esclatine et al. 2004b). In unstimulierten Zellen ist die TTP-Expression schwach und 
kann bei Stress, sowie durch LPS, Arsenit oder PMA stimuliert werden (Carballo et al. 2001; 
Carrick et al. 2004; Mahtani et al. 2001; Taylor et al. 1996; Tchen et al. 2004). 
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Zunächst sollte die TTP Expression in infizierten primären und immortalisierten MEFs in 
einem Western Blot überprüft werden. Hierzu wurden die Zellen für verschiedene 
Zeitintervalle mit dem HSV-1(KOS)tk12-Stamm mit einer MOI von 20 PFU/Zelle infiziert. Da 
die TTP-/- Mäuse immer duch eine Kreuzung zweier Heterozygoten (TTP+/-) gezüchtet 
wurden, wurden hier WT-Kontrollzellen, welche aus den dabei entstandenen TTP+/+ Mäusen 
isoliert wurden, genutzt. Sowohl bei den WT als auch bei den TTP+/+ Mäusen handelt es sich 
um den Black6-Stamm. Die Zellen wurden eine Stunde vor der Infektion und während der 
gesamten Infektion mit SB203580 (10 µM) bzw. DMSO, welches als Lösungsmedium für 
SB203580 diente, behandelt. Anschließend wurden die Zellen lysiert und TTP in den 



















Abbildung 7-10: Expression von TTP in den HSV-1-infizierten MEFs. Primäre WT und MK2-/- MEFs (A), primäre TTP+/+ und 
TTP-/- MEFs (B) und immortalisierte WT und MK2-/- MEFs (C) wurden mit der HSV-1(KOS)tk12 (MOI 20 PFU/Zelle) infiziert. 
Eine Stunde vor der Infektion und während der gesamten Infektion wurden die Zellen mit SB203580 (10 µM) bzw. der gleichen 
Menge von DMSO als Lösungsmittelkontrolle behandelt. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Proteine wurden in einem 
SDS-Gel aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde die Expression von TTP überprüft. Eine HSV-1 Infektion führte zu einer starken 
TTP-Expression. Diese war in den MK2-/- Zellen signifikant gehemmt. Bei der Inhibierung der p38 mit SB203580 war die TTP-
Expression in den WT Zellen gesenkt. 
Sowohl in den primären als auch in den immortalisierten WT MEFs simulierte HSV-1 die 
TTP-Expression (Abb. 7-10). Durch eine Inhibierung der p38 durch SB203580 konnte die 
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Expression von TTP in den infizierten MEFs signifikant gehemmt werden. In den MK2 
defizienten Zellen war die TTP-Expression deutlich schwächer als in den WT Zellen und 
konnte weiter mit SB203580 inhibiert werden.  
Um zu überprüfen, ob die erhöhte Expression von TTP nach einer HSV-1 Infektion in den 
MEFs fibroblastenspezifisch ist, wurde die Expression von TTP in immortalisierten 





Abbildung 7-11: Expression von TTP in den HSV-1-infizierten immortalisierten Makrophagen. Zellen wurden mit HSV-1(KOS)tk12
(MOI 35 PFU/Zelle) infiziert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Proteine wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt. Mittels 
Western Blot wurde die Expression von TTP überprüft. Eine HSV-1 Infektion führte zu einer Erhöhung der TTP-Expression. Diese 
war in den MK2-/- Zellen signifikant gehemmt.  
Auch in immortalisierten Makrophagen konnte HSV-1 die Expression von TTP stimulieren. In 
den MK2-defizienten Zellen dagegen war die TTP–Expression fast vollständig gehemmt (Abb. 
7-11).
Zur Überprüfung, ob die beobachtete Stimulation von TTP durch HSV-1(KOS)tk12 von dem 
speziellen Mutantenstamm abhängt, wurden fünf verschieden Stämme von HSV-1 verglichen. 
Hierzu wurden die primären WT MEFs mit HSV-1-(KOS), HSV-1-(F), HSV-1-(17+), HSV-
1(KOS)tk12 und einer weiteren Mutante vHSV-(17+)blue infiziert. Die Expression von TTP 








Abbildung 7-12: Expression von TTP in primären MEFs nach einer Infektion mit verschiedenen HSV-1-Stämmen. Primäre WT 
MEFs wurden mit HSV-1-F, -KOS, -(KOS)tk12, -17+ und -v17+(blue) jeweils mit MOI 5, 10 oder 20 PFU/Zelle für 3 oder 5 h infiziert. 
Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Proteine wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde die 
Expression von TTP überprüft. Alle fünf HSV-1-Stämme konnten eine TTP-Expression stimulieren.
Es konnte gezeigt werden, dass alle fünf Stämme des HSV-1 die TTP-Expression stimulieren 
können (Abb. 7-12). Die zuvor beobachtete Stimulation von TTP durch HSV-1(KOS)tk12
(Abb. 7-10 und 7-11) ist eindeutig nicht von der speziellen Mutante abhängig.
7.2.3 Nachweis von TTP mRNA in primären WT und MK2-/- MEFs 
In einem Northern Blot wurde die mRNA von TTP in infizierten primären WT und MK2-/-
MEFs untersucht. Hierzu wurden die Zellen in Anwesenheit des p38-Inhibitors SB203580 oder 
des DMSO für unterschiedliche Zeitintervalle mit HSV-1-KOS (MOI 20 PFU/Zelle) infiziert. 








Abbildung 7-13: TTP-mRNA in primären WT und MK2-/- MEFs. Zellen wurden mit HSV-1-KOS (MOI 20 PFU/Zelle) infiziert. 
Anschließend wurde die RNA isoliert, aufgetrennt und auf eine Membran übertragen. Die TTP-mRNA wurde in einem Northern Blot 
detektiert. Die Transkription von TTP in WT erreichte ihr Maximum 6 h nach der Infektion und konnte mit SB203580 signifikant 
inhibiert werden. Die TTP-mRNA in den infizierten MK2-/- Zellen war signifikant niedriger. Als Ladungskontrolle wurde die Aktin-
mRNA dargestellt.  
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Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Menge von TTP in mit HSV-1-(KOS)-infizierten 
WT Zellen nach einer sechsstündigen Infektion am höchsten ist (Abb 7-13). Durch den 
spezifischen p38 Inhibitor SB203580 konnte das TTP mRNA-Niveau gesenkt werden. In 
infizierten MK2-/- Zellen konnte nur eine sehr geringe Menge von TTP mRNA detektiert 
werden, was möglicherweise auf eine gesenkte Stabilität der TTP-mRNA zurückzuführen ist.
7.2.4 Stimulation von TTP durch andere Viren
Es sollte überprüft werden, ob eine Stimulation von TTP HSV-1-spezifisch ist oder ob auch 
andere Viren TTP stimulieren können und es sich dabei somit um ein generelles Phänomen bei 
einer Virusinfektion handelt. Hierzu wurden HEK293 Zellen mit dem Masernvirus (MV), dem 
Vesicular Stomatitis Virus (VSV) und dem Canine Distemper Virus (CDV) infiziert. Es 
handelt sich hier um RNA-Viren mit einem einzelsträngigen Genom. Das Masernvirus ist ein 
humanpathogenes Paramyxovirus. Das CDV ist ein masernähniches RNA-Virus, das Hunde 
infiziert. Das VSV gehört zu den Rhabdoviren und infiziert sowohl Tiere wie Pferde, Rinder, 
Schweine als auch den Menschen. Die HEK293 Zellen wurden nach der Infektion lysiert, die 
Proteine in einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Membran übertragen. Mit spezifischen 





Abbildung 7-14: TTP-Expression in den mit dem Masernvirus (MV), dem Vesicular Stomatitis Virus (VSV) und dem Canine 
Distemper Virus (CDV) infizierten und in nicht-infizierten (K) HEK293 Zellen. Zellen wurden infiziert und anschließend lysiert. In 
einem Western Blot wurde die Expression von TTP überprüft. Als Ladungskontrolle diente die Expression von Aktin. Während eine 
Infektion mit MV und mit CDV keine Wirkung auf TTP zeigte, konnte VSV die Expression von TTP leicht hemmen.
Durch eine Infektion mit den ausgewählten RNA-Viren konnte im Gegensatz zu HSV-1 keine 
erhöhte Expression von TTP beobachtet werden. Bei einer Infektion mit dem Masernvirus und 
dem Canine Distemper Virus wurden keine Veränderungen in der TTP-Expression beobachtet. 
Vesicular Stomatitis Virus wirkte sich auf die TTP-Expression leicht inhibierend aus (Abb. 7-
14). Untypisch in diesem Western Blot ist jedoch die unstimulierte Kontrolle: es ist bekannt, 
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dass TTP in unstimulierten Zellen schwach exprimiert wird (Carballo et al. 2001; Carrick et al. 
2004; Mahtani et al. 2001; Taylor et al. 1996; Tchen et al. 2004). Eventuell könnte das mit 
einer infektionsbedingten Zellkultur oder einer Kontamination des Mediums mit Bakterien 
(LPS) zusammenhängen. 
7.2.5 Viruseintritt 
TTP wirkt mRNA-destabilisierend, was die Menge der durch Wirtszellen produzierten 
antiviralen Zytokine beeinflussen könnte. Das könnte sich bereits beim Viruseintritt in den 
verschiedenen Zellen bemerkbar machen. Daher wurde im nächsten Schritt in einem 
Genreporter-Assay untersucht, ob der Viruseintritt in den verschiedenen Zellen WT, MK2-/-
und TTP-/- verändert ist. Hierzu wurde eine HSV-1(KOS)tk12-Mutante genutzt, die das 
bakterielle LacZ-Gen unter der Kontrolle des ICP4-Promotors besaß. ICP4 ist eines der 
immediate-early (IE)-Proteine, die unmittelbar nach dem Viruseintritt in den Zellen exprimiert 
werden. Der Viruseintritt mittels β-Gal-Assay wurde zunächst in immortalisierten WT und 
MK2-/- MEFs und Makrophagen überprüft. Die Zellen wurden zunächst in 24 Well Platten 
ausgesät und bei einer Konfluenz von ca. 90 % mit HSV-1(KOS)tk12 inokuliert. Nach einer 
insgesamt fünfstündigen Infektion mit dem HSV-1(KOS)tk12 wurde die β-Gal-Aktivität 
gemessen. Eine Stunde vor der Infektion und während der gesamten Infektion wurden die 
Zellen mit dem spezifischen p38 Inhibitor SB203580 (10 µM) bzw. seiner gegenüber p38 
inaktiven Form SB202474 (10 µM) behandelt. Der Viruseintritt war in den MK2-/- Zellen 
fünfmal höher als den in den WT Zellen. Die Ergebnisse eines repräsentativen Experimentes 
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B: Viruseintritt in immortalisierten Makrophagen
Abbildung 7-15: Viruseintritt in immortalisierten MEFs und Makrophagen in einem Genreporter-Assay. Zellen wurden in der 
gleichen Zellzahl am Vortag in 24 Well Platten ausgesät. Bei einer 90%igen Konfluenz wurden die immortalisierten MEFs (A) mit 
5*106 PFU/Well und die immortalisierten Makrophagen (B) mit 3*106 PFU/Well des HSV-1(KOS)tk12 infiziert. Eine Stunde vor der 
Infektion und während der gesamten Infektion wurden die Zellen mit SB203580 (10 µM) bzw. einer p38-inaktiven Form SB202474 (10 
µM) behandelt. Nach einer insgesamt 5-stündigen Infektion wurde die β-Gal-Aktivität mittels ONPG-Messung bestimmt. Parallel 
wurde jeweils eine weitere Platte gleich behandelt und es wurde die Zelldichte mittels Kristallviolett (CV) ermittelt. Für die 
Auswertung wurde der ONPG-Wert durch die Zelldichte (CV) dividiert. Der Viruseintritt in den MK2-/- MEFs war fünffach höher 
als in den WT MEFs (A). In den Makrophagen war der Viruseintritt in den MK2-/- Zellen zweieinhalb Mal höher als in WT (B). Der 
p38-Inhibitor zeigte in den WT Zellen keine und in den MK2-/- Zellen eine schwach senkende Wirkung (A), (B).
Es konnte sowohl in den immortalisierten MEFs als auch in den immortalisierten 
Makrophagen gezeigt werden, dass der Viruseintritt in MK2 defizienten Zellen im Vergleich 
zu WT signifikant erhöht ist. Eine Inhibierung der p38 führte in den MK2 defizienten Zellen zu 
einer leichten Hemmung des Viruseintrittes und zeigte in den WT Zellen keine Wirkung.     
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Abbildung 7-16: Viruseintritt in immortalisierten p38+/+ und p38-/- MEFs in einem Genreporter-Assay. Zellen wurden in der 
gleichen Zellzahl am Vortag in 24 Well Platten ausgesät. Bei einer 90%igen Konfluenz wurden die immortalisierten MEFs p38+/+ und 
p38-/- mit 6*106 PFU/Well des HSV-1(KOS)tk12 infiziert. Eine Stunde vor der Infektion und während der gesamten Infektion wurden 
die Zellen mit 10 µM SB203580 bzw. einer p38-inaktiven Form SB202474 (10 µM) behandelt. Nach einer insgesamt 5-stündigen 
Infektion wurde die β-Gal-Aktivität mittels ONPG-Messung bestimmt. Parallel wurde jeweils eine weitere Platte gleich behandelt und 
die Zelldichte mittels Kristallviolett (CV) ermittelt. Für die Auswertung wurde der ONPG-Wert durch die Zelldichte (CV) dividiert. 
Der Viruseintritt war in den p38 defizienten Zellen um ca. 50 % im Vergleich zu p38+/+ erhöht. SB203580 führte zu einer leichten 
Hemmung in den p38+/+ Zellen. In p38-/- Zellen konnte keine Wirkung beobachtet werden.
Der Viruseintritt in die p38-/- Zellen war um 50 % im Vergleich zu den p38+/+ Zellen erhöht 
(Abb. 7-16). Der SB203580 konnte den Viruseintritt in die p38+/+ Zellen nur leicht hemmen 
und zeigte in p38-/- Zellen keine Wirkung.




















HSV-1 HSV-1 + SB203580 HSV-1 + SB202474



















(B) Viruseintritt in primären Makrophagen
Abbildung 7-17: Viruseintritt in primären MEFs und Makrophagen in einem Genreporter-Assay. Zellen wurden in der gleichen 
Zellzahl am Vortag in 24 Well Platten ausgesät. Bei einer 90%igen Konfluenz wurden die primären MEFs (A) mit 5*106 PFU/Well 
und die primären Makrophagen (B) mit 3*106 bzw. 6*106 PFU/Well des HSV-1(KOS)tk12 infiziert. Eine Stunde vor der Infektion und 
während der gesamten Infektion wurden die primären MEFs mit 10 µMSB203580 bzw. einer p38-inaktiven Form SB202474 (10 µM) 
behandelt (A). Nach einer insgesamt 5-stündigen Infektion wurde die β-Gal-Aktivität mittels ONPG-Messung bestimmt. Parallel 
wurde jeweils eine weitere Platte gleich behandelt und es wurde die Zelldichte mittels Kristallviolett (CV) ermittelt. Für die 
Auswertung wurde der ONPG-Wert durch die Zelldichte (CV) dividiert. Es konnten keine Unterschiede zwischen den WT und den 
MK2-/- Zellen im Viruseintritt beobachtet werden. Eine Inhibierung der p38 wirkte sich auf den Viruseintritt nicht aus. 
Sowohl in primären MEFs als auch in primären Makrophagen konnten keine Unterschiede im 
Viruseintritt beobachtet werden (Abb. 7-17). Eine Behandlung der Zellen mit SB203580 führte 
zu keiner signifikanten Veränderung des Viruseintrittes. Damit konnte gezeigt werden, dass die 
veränderte TTP-Expression in den unterschiedlichen Zellen, WT, MK2-/- und TTP-/- keinen 
Einfluß auf den Viruseintritt hat.  
Die Ergebnisse in immortalisierten MEFs wurden in primären Zellen nicht bestätigt. 
Offensichtlich war der beobachtete Effekt für die immortalisierten Zelllinien spezifisch. Um zu 
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überprüfen, in wieweit der beobachtete Effekt in immortalisierten Zellen von der 
Immortalisierung abhing und ausschließlich auf diese Zelllinien beschränkt war, wurden neue 
Klone von immortalisierten WT und MK2-/- MEFs generiert. Hierzu wurden die primären WT 
und MK2-/- Zellen mit dem SV40 T large antigen (pSV40-Tag) und dem 
Histidinolresistenzgen (pREP8) kotransfiziert. Die Selektion der nicht transfizierten Zellen 
erfolgte durch eine Zugabe von Histidinol (3 µM) zu dem Kulturmedium für ca. drei Wochen. 
Anschließend wurden mehrere Klone isoliert und weiterkultiviert. In dem Genreporter-Assay























K HSV-1 HSV-1 + SB203580 HSV-1 + SB202474
Abbildung 7-18: Viruseintritt in verschiedene Klone der immortalisierten WT und MK2-defizienten MEFs. Durch eine Transfektion 
mit dem großen T-Antigen des SV40 wurden neue Klone von immortalisierten MEFs generiert. In einem β-Gal-Assay wurde der 
Viruseintritt verglichen. Eine Stunde vor der Infektion und während der gesamten Infektion wurden die primären MEFs mit 
SB203580 (10 µM) bzw. einer p38-inaktiven Form SB202474 (10 µM) behandelt (A). Nach einer insgesamt 5-stündigen Infektion 
wurde die β-Gal-Aktivität mittels ONPG-Messung bestimmt. Parallel wurde jeweils eine weitere Platte gleich behandelt und es wurde 
die Zelldichte mittels Kristallviolett (CV) ermittelt. Für die Auswertung wurde der ONPG-Wert durch die Zelldichte (CV) dividiert. 
Während die zwei MK2-/- Klone keine signifikanten Abweichungen aufwiesen, unterschieden sich die WT-Klone stark. Der 
Viruseitritt war in dem neunen Klon ca. dreifach stärker als im alten Klon.
Es konnte gezeigt werden, dass die Transformation der Zellen ihr Verhalten stark beeinflussen 
kann. Während sich die zwei MK2-/- Klone ähnlich verhielten, variierte der gemessene 
Viruseintritt in den zwei unterschiedlichen WT-Klonen signifikant.
Zusammenfassend kann man sagen, dass der p38/MK2-Signalweg offensichtlich keinen 
Einfluß auf den Viruseintritt hat und die in immortalisierten Zellen beobachteten Effekte mit 




Die Bildung von Plaques ist ein wichtiges morphologisches Merkmal einer Virusinfektion, das
früh in der Infektion beobachtet werden kann. Die infizierten Zellen kugeln sich ab und so 
entstehen sichtbare Plaques. Im weiteren Verlauf der Infektion tritt der cytopathische Effekt 
ein, d.h. die Zellen lösen sich von der Matrix und von den anderen Zellen ab. Auf diese Weise 
entstehen zellfreie Areale. Während der Viruseintritt in den WT und MK2-/- Zellen nicht 
verändert ist, könnten die Vermehrung und die Ausbreitung der Vieren in den verschiedenen 
Genotypen unterschiedlich sein. Deshalb sollte die Bildung und die Größe der Plaques in 
infizierten primären WT, MK2-/- und TTP-/- MEFs verglichen werden. Hierzu wurden die 
Zellen mit einer Mutante von HSV-1, die das autofluoreszierende GFP exprimiert, mit einer 
MOI von 0,001 PFU/Zelle infiziert. Die Zellen wurden eine Stunde vor der Infektion und 
während der gesamten Infektion mit dem Inhibitor SB203580 (10 µM) bzw. mit DMSO 
behandelt. Nach einer 48-stündigen Infektion wurden die Plaques mittels Phasenkontrast- und 
















TTP-/- + SB203580TTP-/- + DMSO
(C)
Abbildung 7-19: Bildung von Plaques in primären MEFs. Primäre WT (A), MK2-/- (B) und TTP-/- (C) MEFs wurden mit HSV-1-GFP 
(MOI 0,001 PFU/Zelle) für 24 h infiziert. Eine Stunde vor der Infektion und während der gesamten Infektion wurde dem Medium 
SB203580 (10 µM) bzw. DMSO, welches als Lösungsmittel für SB203580 diente, zugesetzt. Anschließend wurden die sichtbaren 
Plaques mittels Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert. Die Plaques in WT, MK2-/- und TTP-/- Zellen 
unterschieden sich weder im Bezug auf ihre Anzahl noch im Bezug auf ihre Größe. Eine Hemmung von p38 mit SB203580 führte zu 
keinen Veränderungen.     
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Plaquebildung in den verschiedenen Zellen 
festgestellt werden. Eine Inhibierung der p38 wirkte sich weder auf die Anzahl noch die Größe 
der Plaques aus. 
Somit unterschieden sich weder die nach einer sechsstündigen Infektion gemessene virale 
Genexpression noch die nach einer 48-stündigen Infektion gemessene Plaquebildung in den 
verschiedenen MEFs. Das weist daraufhin, dass sowohl der Eintritt als auch die Vermehrung 
der Viren in den verschiedenen Zellen mit einer vergleichbaren Kinetik verlaufen.  
7.2.7 Zytokinproduktion und protektive Wirkung der Zellüberstände
Die Bildung von TTP auf der Protein- und der mRNA-Ebene ist in den virusinfizierten MK2-
defizienten Zellen im Vergleich zu WT gehemmt (Abb. 7-10, 7-11 und 7-13). Da TTP in die 
Stabilität von Zytokin-mRNAs involviert und auf der anderen Seite die Produktion von 
Zytokinen ein Bestandteil einer antiviralen Antwort der Zellen ist, sollte die Zytokinproduktion 
in den WT, MK2- und TTP-defizienten primären MEFs und Makrophagen in einem Plaque-
Reduction-Assay untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen mit einer niedrigen MOI von 
0,001 PFU/Zelle infiziert, um die Zytokinproduktion zu stimulieren. Nach einer 48-stündigen 
Inkubation wurden die virusfreien Überstände der infizierten Zellen für zwölf Stunden auf 
einen Monolayer von Verozellen gegeben. Verozellen wurden hierzu gewählt, da sie sich gut 
mit HSV-1 infizieren lassen und einen sehr guten Zellrasen bilden, was für die Ermittlung der 
Plaques entscheidend ist. Die Verozellen wurden anschließend mit einer MOI von 0,001
PFU/Zelle infiziert. Nach der einstündigen Inokulation wurden die Zellüberstände der 
infizierten MEFs bzw. Makrophagen erneut auf die Verozellen gegeben. Die Infektion der 
Verozellen dauerte 48 h. Die Bildung von Plaques in den Verozellen diente als Maß für die 
Infektion und als Hinweis für eine eventuelle protektive Wirkung der verschiedenen 
Zellüberstände. Als eine Kontrolle wurden die STAT1+/+ und STAT1-/- MEFs und 












































Abbildung 7-20: Plaque-Reduction-Assay zur Ermittlung der Zytokinproduktion in den verschiedenen Zellen. Primäre WT, MK2-/-
und TTP-/- MEFs (A), primäre WT, MK2-/- und TTP-/- Makrophagen (B) und immortalisierte STAT1+/+ und STAT1-/- MEFs 
wurden mit HSV-1-KOS (MOI 1-0 PFU/Zelle) für 48 h infiziert. Die Zellüberstände wurden 20 min bei 55000 g zentrifugiert und auf 
konfluente Verozellen für 12 h gegeben. Verozellen wurden anschließend mit HSV-1-KOS (MOI 0,001 PFU/Zelle) 1 h inokuliert. Das 
Inokulum wurde verworfen, die MEF- bzw. Makrophagenüberstände wurden erneut auf die Verozellen gegeben. Nach einer 48-
stündigen Infektion wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefärbt. Es konnte keine protektive Wirkung der Zellüberstände 
von primären MEFs (A), von primären Makrophagen (B) und von immortalisierten STAT1-MEFs (C) festgestellt werden. Nur eine 




Es konnte keine protektive Wirkung der Zellüberstände der infizierten WT, MK2- und TTP-
defizienten MEFs und Makrophagen beobachtet werden (Abb. 7-20). Es bestand auch kein 
Unterschied zwischen den STAT1+/+ und STAT1-/- Zellen. Eine protektive Wirkung konnte 
nur bei rekombinantem INFα beobachtet werden (Abb. 7-20C). Durch eine Behandlung mit 
INFα wurde die Plaquebildung in den Verozellen signifikant inhibiert. Das gab einen Hinweis 
darauf, dass dieser Test an sich korrekt durchgeführt wurde. Möglicherweise war er jedoch 
nicht sensitiv genug um eine protektive Wirkung der durch MEFs und Makrophagen 
produzierten Zytokine zu untersuchen. 
7.2.8 Zytotoxizität   
Der Viruseintritt und die Bildung von Plaques erlauben noch keine direkte Aussage über die 
zytopatischen Effekte einer Infektion. Daher sollte im nächsten Schritt in einem Zytotoxizitäts-
Assay untersucht werden, in wieweit sich eine HSV-1 Infektion auf das Überleben der WT, 
MK2-/- und TTP-/- MEFs auswirkt. Die Zellen wurden hierzu mit einer MOI von 0-10 
PFU/Zelle für 30 h infiziert. Anschließend wurden die toten, abgelösten Zellen ausgewaschen 
und die Zytotoxizität über die Zellzahl der verbliebenen, adhärenten Zellen mittels 
Kristallviolettfärbung (CV) ermittelt. Es wurde der TCID50-Wert ermittelt, welcher die 
Viruskonzentration darstellt, bei der 50 % der Zellen überleben. Die nicht infizierten Zellen 
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Abbildung 7-21: Der Einfluss einer HSV-1 Infektion auf das Überleben der MEFs. Primäre WT, MK2-/- und TTP-/- MEFs wurden 
mit HSV-1-KOS in einer MOI von 0-10 PFU/Zelle infiziert. Eine Stunde vor der Infektion und während der gesamten Infektion 
wurden die Zellen mit dem p38 Inhibitor SB203580 (10 µM) bzw. seinem Lösungsmedium DMSO behandelt. Nach einer 30-stündigen 
Infektion wurden die Zellen gewaschen, fixiert und mit Kristallviolett gefärbt. Die Resistenz der Zellen gegenüber einer HSV-1 
Infektion lag in WT bei TCID50 von 0,078, bei MK2-/- bei 0,313 und bei TTP-/- bei 0,625. Es konnte keine signfikante Veränderung 
zwischen den mit SB203580 behandelten und nicht behandelten Zellen beobachtet werden.
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Die Resistenz der Zellen während einer HSV-1-Infektion war unterschiedlich (Abb. 7-21). Der 
TCID50-Wert lag bei WT bei einer MOI von 0,078. Bei MK2-/- Zellen war er 3-fach höher und 
lag bei 0,313 und bei TTP-/- war er 6-fach höher und lag bei 0,625. Während das Fehlen der 
MK2 die Resistenz der Zellen erhöhte, wirkte sich eine Inhibierung der p38 durch SB203580 
in diesem Assay nicht aus. 
Die Zytotoxizität der HSV-1-infizierten Zellen korreliert scheinbar mit der TTP-Expression. 
Die infizierten WT-Zellen, die im Vergleich zu infizierten MK2-/- stärker TTP exprimieren, 
sind weniger resistent gegenüber einer HSV-1 Infektion als die MK2-/- Zellen. TTP-
defizienten Zellen weisen hingegen die höchste Resistenz auf. TTP wird offensichtlich vom 
Virus zum Umprogrammieren der Wirtszelle genutzt, was sich letztendlich in der Zytotoxizität 
auswirkt. Da weder der Viruseintritt (7.2.5) noch die Vermehrung der Viren (7.2.6), oder die 
Zytokinproduktion (7.2.7) in den verschiedenen Zellen verändert sind, könnte es sich eventuell 
um eine Induktion der Apoptose handeln.
Zusammenfassend kann man sagen, dass in der vorliegenden Arbeit signifikante Unterschiede 
in der TTP-Menge auf der Protein- und mRNA-Ebene in WT und MK2-/- MEFs und 
Makrophagen gezeigt werden konnten. Sowohl das Fehlen der MK2 als auch eine Inhibierung 
der p38 wirkten sich hemmend auf die TTP-Produktion bzw. auf die TTP-mRNA-Stabilität in 
den infizierten Zellen aus. Eine physiologische Bedeutung der gesenkten TTP-Expression in 
MK2-/- bzw. des Fehlens von TTP in TTP-/- Zellen konnte in einem Zytotoxizitättest gezeigt 
werden. Weder beim Eintritt der Viren, noch bei der Bildung von Plaques, noch bei der
Produktion von Zytokinen konnten mit den verwendeten Untersuchungsmethoden 
Unterschiede im Vergleich zu WT festgestellt werden. Möglicherweise nutzt der Virus das 
wirtseigene TTP zum Umprogrammieren der Zelle, was die Überlebenschancen der 
Wirtszellen verändert. Wie im Kapitel 7.2.8 gezeigt, waren die TTP-/- MEFs am meisten und 
die WT-MEFs am wenigsten resistent gegenüber einer HSV-1-Infektion.    
7.3 Einfluss von Immortalisierung auf die UV-stimulierte Apoptose
Die meisten experimentellen Arbeiten auf der zellulären Ebene werden in immortalisierten 
Zellen durchgeführt. Das hat den großen Vorteil, dass die Zellen einfach und schnell kultiviert 
werden können und in einem ausreichenden Umfang zur Verfügung stehen. Herzu werden 
primäre Zellen immortalisiert bzw. transformiert. Immortalisierte Zelllinien weisen ein 
unbegrenztes exponentielles Wachstumsverhalten auf, während die transformierten Zellen 
darüber hinaus auch tumorigen sind (Drayton and Peters 2002). Um Zellen eine unbegrenzte 
Lebensdauer zu verschaffen können sie zum einen mittels Hybridomatechnik mit Tumorzellen 
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fusioniert werden. Zum anderen werden Virustransformationen, das Einfügen von Onkogenen 
in das Genom sowie Mutationen von Regulatorgenen des Zellzyklus genutzt. Transformationen 
können auch durch chemische Agenzien und Gammastrahlen induziert werden (Gudjonsson et 
al. 2004; Trott et al. 1995). Eine häufig genutzte Technik für die Immortalisierung ist eine 
Transfektion der Zellen mit Vektoren, die beispielweise Virus-DNA mit spezifischen 
Genabschnitten, wie Simian Virus 40 (SV40) Large T Antigen, E6 und E7 der humanen 
Papillomaviren oder die adenovirale Proteine E1a und E1b enthalten (Bond et al. 1999; Bright 
et al. 1997; Hahn 2002; Quinlan 1994; Ruley 1983; Shay and Wright 1989; Sun et al. 1997; 
Yuan et al. 2002). Transformationen von Zellen können sowohl in vitro als auch in vivo
spontan ablaufen. Dies kann ihre Eigenschaften, wie die Proliferationseigenschaften, die 
Morphologie, die Differenzierungseigenschaften, die Chromosomenzahl und die 
Anheftungsfähigkeit bzw. die Fähigkeit in Suspension zu wachsen, ändern (Alberts et al. 
2004). So kann auch eine gezielte Transformation die Charakteristik der Zellen verändern.  
Aus den WT-Mäusen und aus den in unserem Labor generierten MK2- und MK5-knock out
Mäusen wurden immortalisierte MEF-Zelllinien hergestellt. Die Transformation wurde mit 
dem viralen großen Tumorantigen (großes T-Antigen) des Simian Virus 40 (SV40) induziert. 
Das Protein ist für die Replikation der viralen DNA und für die Regulation der Expression 
viraler Gene essentiell (Rio et al. 1980). Das Protein besitzt zudem die Fähigkeit, Zellen zu 
transformieren (Srinivasan et al. 1989). Das große T-Antigen bindet an zelluläre Proteine, die 
zu den Tumorsupressorproteinen, wie p53 und das Retinoblastoma Protein (pRB), gehören. Lin 
und Simmons beschrieben, dass eine Transformation von Mauszellen durch SV40 zum Teil 
darauf zurückzuführen ist, dass die anti-proliferative Aktivität von p53 durch das große T-
Antigen des SV40 blockiert wurde (Lin and Simmons 1990). 
Alle Untersuchungen, die mit immortalisierten knock-out Zellen durchgeführt wurden, müssen 
sowohl durch einen Rescue-Versuch als auch durch eine Überprüfung in primären Zellen 
bestätigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß von MK2 und MK5 auf das 
Zellsterben untersucht. Apoptose ist ein programmiertes Zellsterben, das durch die Zelle selbst 
aktiviert wird. Dadurch kann beispielweise in einem gesunden Gewebe die Zellzahl kontrolliert 
werden. Apoptose kann auch durch diverse Stressfaktoren ausgelöst werden. Die p38-
Signalkaskade ist einer der Signalwege, die während der Apoptose aktiviert werden können 
(Literatur). In dieser Arbeit sollte der Zelltod nach Apoptosestimulation mit UV-C (254 nm) in 
WT, MK2-/- und MK5-/- MEFs überprüft werden. Die Zellen wurden dabei mit UV (20 J/m2) 
bestrahlt. Nach 24 Stunden wurden die Caspasen 3 und 7 gemessen und nach einer 72-
stündigen Erholungsphase wurde die Zellvitalität in einem WST-1-Test bestimmt. Dieser Test 
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basiert auf der Spaltung des Tetrazoliumsalzes (WST-1) durch die mitochondrialen 






















































Abbildung 7-22: Die Zellvitalität und die Aktivität der Caspasen 3/7 in UV-stimuliertn WT, MK2-/- und MK5-/- MEFs. 
Immortalisierte WT, MK2-/- und MK5-/- MEFs wurden mit UV-C (15 und 20 J/m2) behandelt. Nach einer 72-stündigen Inkubation 
wurde die Zellvitalität im WST-1-Test überprüft (A). Bei 15 J/m2 zeigten MK2-/- und MK5-/- eine erhöhte Vitalität. Bei 20 J/m2
zeigten die MK5-/- MEFs eine ca. 40 % höhere Vitalität als die WT und MK2-/- Zellen. Nach einer 24-stündigen Erholungsphase 
wurde die Aktivität der Caspasen 3/7 bestimmt (B). Diese korrelierte negativ mit der Vitalitätsmessung. Bei 20 J/m2 war die Aktivität 
der Caspasen in MK5 defizienten MEFs geringer als in WT und MK2-/-. 
In dem WST-1-Assay konnte gezeigt werden, dass die Vitalität der mit UV behandelten 
immortalisierten WT und MK2-/- MEFs nach einer 72-stündigen Erholungsphase auf 25 % der 
unbehandelten Zellen abnahm (Abb. 7-22). Die MK5-defizienten Zellen waren resistenter als 
die WT und MK2-/- Zellen. Sie zeigten eine um 40 % erhöhte Vitalität im Vergleich zu WT 
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und MK2-/- MEFs. Während bei einer Behandlung mit 15 J/m2 sowohl MK2- als auch MK5-
defiziente MEFs eine gleich erhöhte Resistenz im Vergleich mit WT zeigten, veränderte sich 
die Resistenz der knock-out-Zellen durch eine Erhöhung der UV-Dosis auf 20 J/m2. In einem 
parallel durchgeführten Caspase3/7-Assay wurde gezeigt, dass die erhöhte Aktivität der 
Caspasen 3 und 7 mit der Zellvitalität negativ korrelierten. Nach einer Bestrahlung mit 15 J/m2
war die Caspaseaktivität in den beiden knock-out Zellen gesenkt im Vergleich zu WT. Bei 
einer höheren UV-Dosis von 20 J/m2 zeigten die MK2-defizienten Zellen eine erhöhte 
Caspaseaktivität, während die Caspaseaktivität in den MK5-/- Zellen unverändert niedrig blieb. 
Das gab einen Hinweis darauf, dass die im WST-1-Assay gezeigten Unterschiede nicht auf 
eine unterschiedliche Zellproliferation zurückzuführen sind. Da die Aktivität der Caspasen im 
Vergleich zu den unbehandelten Zellen erhöht war, handelte es sich um ein apoptotisches 
Sterben der Zellen. In den knock-out-Zellen zeigte sich eine dosisabhängige UV-Resistenz.   So 
stellte sich die Frage, warum gerade die MK5-defizienten Zellen bei der höheren UV-Dosis 
von 20 J/m2 eine erhöhte Resistenz aufweisen und die MK2-defizienten Zellen nicht mehr. 
Im nächsten Schritt wurde ein Rescue-Versuch durchgeführt, in dem die fehlenden Kinasen 
mittels einer Transfektion in die Zellen zurückgeführt wurden. Hierzu wurden die Plasmide 
pcDNA3-myc-MK2WT bzw. pcDNA3-HA-MK5WT genutzt. Als Transfektionskontrolle 
wurde pEGFP-C1 genutzt. Zwölf Stunden nach der Transfektion wurde über die GFP-
Expession die Transfektioneffizienz mikroskopisch überprüft. Bei einer mind. 40%igen 
Effizienz wurden die Zellen für die UV-Stimulation verwendet. Die Fragestellung lautete, 
warum nur MK5-defizienten MEFs bei einer höheren der UV-Dosis eine erhöhte Resistenz 















































Abbildung 7-23: Die Zellvitalität und die Aktivität der Caspasen 3/7 in UV-stimuliertn MK2-/- und MK5-/- MEFs nach einer 
Rückführung der fehlenden Kinasen. Immortalisierte MK2-/- MEFs wurden mit pcDNA3-myc-MK2WT und MK5-/- MEFs mit 
pcDNA3-HA-MK5WT transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde pEGFP-C1 benutzt. Die Transfektionseffizienz lag bei ca. 40 %. 
Anschließend wurden die Zellen mit UV von 20 J/m2 stimuliert. Nach 24 h wurden die Caspasen3/7 (B) und nach 72 h die Zellvitalität 
(A) gemessen. Das Zurückbringen der MK2 in die MK2-/- Zellen beeinflusste die Zellvitalität und die Caspasenaktivität nicht. Das 
Zurückbringen der MK5 in die MK5-/- MEFs führte zu einer Senkung der Zellvitalität und einer Erhöhung der Caspasenaktivität.
Eine Transfektion der MK2-/- Zellen mit MK2 veränderte weder ihre Vitalität noch die 
Caspaseaktivität nach einer UV-Stimulaton. Auf der anderen Seite konnte die Überexpression 
von MK5 in den MK5-defizienten Zellen ihre Vitalität senken (Abb. 7-23A). Gleichzeitig stieg 
die Aktivität der Caspasen in diesen Zellen (Abb. 7-23B). Dadurch konnte gezeigt werden, 
dass der beobachtete Phänotyp in MK5 defizienten Zellen tatsächlich auf diese Kinase 
zurückzuführen ist.  
Eine weitere Überprüfung verlief in primären MEFs. Diese wurden mit UV von 15, 30 und 60 































Abbildung 7-24: Primäre WT, MK2-/- und MK5-/- MEFs wurden mit UV-C (15, 30 und 60 J/m2) behandelt. Nach einer 72-stündigen 
Inkubation wurde die Zellvitalität im WST-1-Test überprüft. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Zellen nach einer UV-Stimulation beobachtet werden.
Eine Überprüfung der Zellvitalität in primären MEFs konnte die Ergebnisse der 
immortalisierten Zellen nicht bestätigen (Abb. 7-24). Da die Ergebnisse des WST-1-Tests 
eindeutig waren, wurde auf die Messung der Caspaseaktivität verzichtet. Offensichtlich war 
der beobachtete Phänotyp in den immortalisierten MEFs auf die Immortalisierung 
zurückzuführen. Dabei bleibt unklar, warum eine Rückführung der MK5 in die 
immortalisierten MK5-/- MEFs eine Senkung der Zellvitalität und eine gleichzeitige Erhöhung 
der Caspaseaktivität hervorrufen konnte. Möglicherweise könnte das mit einem 




8.1 Die Rolle von MK2 in der Regulation des Urokinase Plasminogen 
Systems und beim invasiven Verhalten der Endothelzellen 
Die Komponenten des Urokinase Plasminogen Systems, uPA, uPAR, PAI-1 und Plasmin sind 
an der Degradation der extrazellulären Matrix beteiligt und spielen somit eine bedeutende 
Rolle bei der Zellmigration, der Angiogenese oder bei Prozessen der Gewebeerneuerung, wie 
die Wundheilung oder die Leberregeneration (Witowsky et al. 2003). Zudem sind die 
Komponenten dieses Systems in Tumoren, wie z.B. Brusttumoren, hoch exprimiert und 
möglicherweise an der Metastasenbildung beteiligt (Huang et al. 2000). Die wichtigsten 
Stimuli für uPA sind Wachstumsfaktoren, wie Fibroblast Growth Factor (FGF-2) (Miralles et 
al. 1998b; Witowsky et al. 2003), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Yu et al. 
2004); Integrine, wie Vitronectin (Chen et al. 2001); sowie Serum (Miralles et al. 1998b); 
PMA (Shetty and Idell 2000). UV-Licht wird als uPA-Stimulus diskutiert: uPA wurde als eines 
der ersten Proteine beschrieben, welches in humanen Xeroderma Pigmentosum-Zellen durch 
UV-Licht induzierbar war  (Miskin and Ben-Ishai 1981). UV-C kann drei Gruppen der MAP-
Kinasen ERK1/2, JNK und p38 aktivieren und gleichzeitig die Expression von uPA-mRNA in 
NIH 3T3 murinen Fibroblasten stimulieren, was von JNK und nicht von ERK1/2 oder von p38 
abhängig ist (Miralles et al. 1998a). 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MK2 eine wichtige Rolle bei der Regulation von 
uPA und uPAR nach einer UV-C-Stimulation spielt. In mit UV-C stimulierten WT MEFs 
konnte die Aktivität von uPA erhöht werden. Die Aktivität von uPA konnte in WT Zellen, die 
mit dem spezifischen Inhibitor von p38 SB203580 behandelt wurden, gesenkt werden. In 
MK2-defizienten Zellen konnte uPA mit UV-C nicht stimuliert werden. Durch das 
Zurückbringen der fehlenden Kinase in die MK2-/- MEFs  konnte die Aktivität von uPA 
stimuliert und durch SB203580 inhibiert werden. In einem Northern Blot konnte in MK2-/-
Makrophagen nach einer LPS-Stimulation nur eine sehr geringe Menge der endogenen uPA-
mRNA und eine signifikant gesenkte Menge der endogenen uPAR-mRNA detektiert werden.
Dabei kann eine UV-Stimulation mit der LPS-Stimulation gut vergliechen werden, da beide 
Stimuli den p38-Signalweg aktivieren und diese gewählt wurden, um eine generelle Rolle der 
p38-Aktivierung für die uPA-Expresion zu demonstrieren.
Die meisten Studien über die Regulation von uPA wurden in Tumorzelllinien durchgeführt, da 
diese eine erhöhte Expression von uPA aufweisen. Es wurde gezeigt, dass die Stabilität der 
mRNA in bestimmten Tumorzelllinien, wie MDA-MB-231, MDA-MB-436 oder BT-549 
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signifikant erhöht ist und ihre Halbwertszeit länger als zehn Stunden ist (Tran et al. 2003). 
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass p38 in diesen Zelllinien konstitutiv aktiv ist (Huang 
et al. 2000). Montero und Nagamine zeigten in MDA-MB-231 Zellen, dass p38 die uPA-
mRNA-Stabilität positiv beeinflussen kann, da eine Behandlung der Zellen mit dem 
SB203580-Inhibitor die erhöhte mRNA-Menge signifikant senken konnte (Montero and 
Nagamine 1999). Eine Überexpression der konstitutiv aktiven Form von MK2 in den mit 
SB203580 behandelten MDA-MB-231 Zellen führte erneut zu einer Stimulierung von uPA, 
was die Regulation des uPA durch MK2 bestätigte (Han et al. 2002). Han und Kollegen 
demonstrierten, dass die über MK2 vermittelte Stabilität der uPA-mRNA von den AREs in der 
3‘-nichtranslatierten Region abhängt (Han et al. 2002). Für die Stabilisierung der uPA-mRNA 
in den Tumorzelllinien spielt das ARE-mRNA bindende Protein HuR eine Rolle (Tran et al. 
2003). Tran und Kollegen zeigten, dass durch eine Verringerung von HuR mittels RNAi-
Technik eine Reduktion der mRNA-Menge von uPA und von uPAR erzielt werden konnte. Die 
Interaktion zwischen uPA-mRNA und HuR scheint von p38 und von ihrem Substrat der MK2 
abhängig zu sein. Eine konstitutiv aktive Form von MK2 konnte die Akkumulation von HuR 
im Cytoplasma beeinflussen, was zu einer erhöhten Stabilität der uPA-mRNA führte (Tran et 
al. 2003). Aufgrund dieser Ergebnisse postulierten sie, dass HuR und MK2 die Expression von 
uPA und uPAR auf der posttranskriptionellen Ebene regulieren können. In dieser Arbeit 
wurden eine signifikante Reduktion von uPA-Aktivität sowie Reduktion von uPAR-mRNA in 
MK2 defizienten MEFs und Makrophagen gezeigt. Da die mRNA sowohl von uPA als auch 
von uPAR in MK2-/- Zellen nur schwach detektierbar war, gibt das einen Hinweis darauf, dass 
die RNA schwach transkribiert wurde oder unstabil war. Somit wurde die p38/MK2-abhängige 
Regulation der endogenen uPA und uPAR in nicht tumorartigen Zellen auf der Ebene der 
mRNA erstmal gezeigt. 
Die Rolle von MK2 in der Regulation von uPA- und uPAR-mRNA ist mit der Regulation von 
IL-6-mRNA vergleichbar. MK2 defiziente Zellen zeigten nach einer LPS-Stimulierung eine 
Reduktion der IL-6-mRNA und des Proteins im Vergleich zu WT. Es konnte gezeigt werden, 
dass die IL-6-mRNA durch MK2 stabilisiert wird (Neininger et al. 2002). 
MK2 kann sich über die Regulation eines ihrer Substrate, des TTP negativ auf die Stabilität der 
ARE enthaltenden mRNAs auswirken. TTP ist ein ARE-mRNAs destabilisierendes Protein, 
deren Expression und mRNA-destabilisierende Aktivität beim Stress stimuliert wird (Dean et 
al. 2004; Hitti et al. 2006; Tchen et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass MK2 und TTP an der
Regulation der Translation und der Stabilität von TNFα beteiligt sind (Hitti et al. 2006). MK2 
ist für die TTP-mRNA-Stabilität essentiel und kann TTP am Serin 52 und 178 
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phosphorylieren. Das phosphorylierte TTP weist jedoch eine gesenkte Affinität zu AREs auf 
(Hitti et al. 2006). Dadurch sind MK2 und TTP, welche stabilisierend oder destabilisierend auf 
die mRNA wirken, nicht gleichzeitig aktiv. Die aktivierte MK2 stabilisiert die TTP-mRNA 
und das Protein, inhibiert aber gleichzeitig seine Aktivität (Hitti et al. 2006). Für diese 
Hypothese könnte sprechen, dass die uPA-mRNA in den MK2-/- Zellen niedrig war, da hier 
TTP durch die MK2 nicht inhibiert werden konnte. Wenn p38 und MK2 zu ihrer basalen 
Aktivität zurückkehren, wird TTP aktiv und ist in der Lage ARE enthaltende mRNAs zu 
destabilisieren (Hitti et al. 2006). Dieser Mechanismus erlaubt es, eine inflammatorische 
Antwort schnell auszuschalten. 
Für TTP-/- Makrophagen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Menge der uPA-Transkripte 
nach einer LPS-Stimulation eventuell der Menge in WT Zellen entsprach. Im Gegensatz dazu 
ist die TNFα-mRNA in TTP-/- Zellen nach einer LPS-Stimulation im Vergleich zu WT erhöht
(Hitti et al. 2006). Das Fehlen von TTP bedeutet keine Destabilisierung der mRNA durch TTP, 
was möglicherweise zu einer erhöhten TNFα-mRNA führt. Es könnte sein, dass im Falle von
uPA auch andere mRNA destabilisierende Faktoren dazu führen, dass die mRNA in TTP-/-
nicht erhöht ist oder dass TTP grundsätzlich an der uPA-Regulation nicht beteiligt ist.
Wenn in den MK2-defizienten Zellen zusätzlich das TTP deletiert wurde, hatte das zu Folge, 
dass die TNFα-mRNA-Menge in LPS stimulierten Makrophagen im Vergleich zu WT erhöht 
war (Hitti et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit waren die Transkripte von uPA in mit LPS 
stimulierten MK2/TTP-/- Makrophagen im Vergleich zu WT nicht signifikant verändert. In 
diesen Zellen findet weder eine Stabilisierung über MK2 noch eine Destabilisierung durch TTP 
statt. Das könnte einen weiteren Hinweis darauf geben, dass MK2 und TTP nicht die einzigen 
uPA-regulierenden Proteine sind. Hitti und Kollegen beobachteten, dass in mit LPS 
stimulierten TTP-/- und MK2/TTP-/- Makrophagen eine weitere Inhibierung von TNFα durch 
SB203580 stattfindet (Hitti et al. 2006). Das spricht für eine TNFα-regulierende Rolle anderer 
p38-Substrate. Es wurden eine Reihe von ARE-bindenden Faktoren, wie HuR, AUF2, FBP1, 
FBP2, TIA-1 und TIAR beschrieben, die hier in Frage kommen könnten (Dean et al. 2004; 
Neininger et al. 2002).         
Es wurden weitere Proteine identifiziert, die an die ARE-Sequenzen der uPA Transkripte 
spezifisch binden. Ein 40-kDa-Protein, das heterogenes nuklear ribonucleoprotein C (hnRNP 
C) konnte sowohl in der Epithelzellline LLCPK1 als auch in der Tumorzelllinie MDA-MB-231 
die ARE in der uPA-mRNA binden und dadurch zu einer Stabilisierung beitragen, was PKC 
abhängig war (Nanbu et al. 1997). Shimba und Kollegen beschrieben ein cytoplasmatisches 
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50-kDa-Protein, welches in Leberzellen an die 3‘-UTR des uPA-Transkriptes bindet und dieses 
stabilisiert (Shimba et al. 2000). In der cytoplasmatischen Fraktion der nicht-malignen 
Epithelzellen der Lunge und in der nuklearen Fraktion der tumorartigen Epithelialzellen der 
Lunge wurde ein 30-kDa-mRNA bindendes Protein gefunden. Seine cytoplasmatische 
Lokalisation korrelierte mit einer kurzen Halbwertszeit der uPA-mRNAs, während das Protein 
in den tumorartigen Zellen, die vermehrt uPA exprimieren, in der nuklearen Fraktion 
nachzuweisen war. Dieses Protein bindete an einen 66-Nukleotide-Protein-bindenden 
Fragment im UTR der uPA-Transkripte (Shetty and Idell 2000). Diese Literaturdaten geben 
Hinweise auf eine Reihe weiterer Proteine, die in die Regulation von uPA-mRNA involviert 
sind. Die Regulation der uPA-mRNA-Stabilität ist AREs abhängig, wird jedoch - neben p38 -
auch von anderen Kinasen, wie PKC reguliert.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass MK2 eine wichtige Rolle bei der Regulation von uPA 
und uPAR auf der Ebene der mRNA Stabilität in UV-stimulierten Zellen spielt. MK2 kann sich 
stabilisierend bzw. destabilisierend über weitere Faktoren, möglicherweise HuR und TTP 
auswirken. Es wurden auch weitere Proteine, beispielsweise hnRNP C beschrieben, die an die 
AREs der uPA-mRNA binden und diese stabilisieren. Möglicherweise ist auch dieser Prozess 
p38-abhängig. uPA wurde neben anderen Proteinen, wie z. B. TNFα, IL-3 oder IL6, deren 
mRNA-Stabilität durch p38 reguliert wird, beschrieben (Brook et al. 2000; Lee et al. 1994; 
Ming et al. 2001; Montero and Nagamine 1999; Shi and Gaestel 2002). Frevel und Kollegen 
konnten diese Befunde in einer LPS-stimulierten humanen Monozytenzellline THP-1 nicht 
bestätigen (Frevel et al. 2003). In einem AU-rich gene array zeigten sie beispielweise für 
TNFα, dass seine mRNA eine sehr kurze Halbwertszeit hatte, welche SB203580 unabhängig 
war. Diese Diskrepanz zwischen den unterschiedlichen Studien könnte auf unterschiedliche 
Zellsysteme, wie humane Blutmonozyten, HeLa- oder NIH-3T3-Zellen, oder auf 
experimentelle Unterschiede zurückzuführen sein. Zuletzt kann eine p38-abhängige mRNA-
Stabilisierung oder -Destabilisierung von der Stimulation abhängig sein. Die Beobachtung, 
dass manche AREs-beinhaltende mRNAs durch LPS stimulierbar, jedoch nicht p38-abhängis 
sind, könnte vielleicht damit begründet werden, dass LPS über den toll-like receptor 4 (TLR4) 
in der Lage ist, neben p38 auch TAK1 und nuclear factor-κB zu aktivieren (Chow et al. 1999; 
Lee et al. 2000). Ming und Kollegen untersuchten in den NIH-3T3 Zellen die Stabilität der 
IL3-mRNAs, welche AREs in der 3’-UTR beinhalten. Sie postulierten, dass die IL3-mRNA in 
unstimulierten Zellen durch konstitutiv aktives TTP destabilisiert und in stimulierten Zellen 
über Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3-K) und p38 stabilisiert wird (Ming et al. 2001). Dabei 
zeigen sie, dass die p38-abhäbgige Stabilisierung nicht durch eine TTP-Inaktivierung sondern 
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über eine HuR-Aktivierung ablief. Das würde bedeuten, dass p38 sich in unterschiedlichen 
Modellen stabilisierend bzw. destabilisierend auf die mRNAs auswirken kann. Die 
Mechanismen der mRNA-Stabilität scheinen sehr kompliziert zu sein und sind offensichtlich 
von den Stimuli, den Zellsystemen und den angewandten experimentellen Methoden abhängig.  
MK2 wirkt sich offensichtlich auf die Regulation der uPA- und uPAR-Expression, welche u. a. 
eine Rolle bei der Zellmigration, der Angiogenese oder der Wundheilung spielen, aus. Es 
konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der MK2 zu einer Reduktion der Filopodienbildung in 
Makrophagen und zu einer signifikanten Hemmung der Zellmigration in MEFs und in 
primären glatten Muskelzellen führt (Kotlyarov et al. 2002). Aufgrund dieser Befunde wurde 
die Rolle der MK2 in einem ex vivo Angiogenesemodell, dem Aorta Ring Assay, weiter 
untersucht. Hier wurden das Wachstum und das invasive Verhalten der Endothelzellen, die aus 
isolieren Aortaringen der verschiedenen Mäuse in das Matrigel auswuchsen, verglichen. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Ausbreitung der Endothelzellen im Matrigel in den MK2-/-
Mäusen stark gehemmt war. Auch in den TTP-/- und MK2-/-/TTP-/- Mäusen wuchsen die 
Endothelzellen schwächer als im WT, jedoch stärker als in MK2-/-. 
Im Rattenmodell hemmte SB203580 die Ausbildung von glatten Muskelzellen und den 
Perizyten, welche die Endothelzellen umhüllen, und zeigte keine Wirkung auf die mit 
Angiopoetin-1 stimulierten Endothelzellen (Zhu et al. 2003). Durch eine Inhibierung der p38 
konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Hemmung der umhüllenden Zellen, den 
Perizyten, in allen untersuchten Genotypen beobachtet werden (Abb. 7-7). Weiterhin konnte 
gezeigt werden, dass p38 in dem untersuchten Mausmodell eine auch Rolle an dem Wachstum 
und der Ausbreitung der Endothelzellen beteiligt ist. Da die Endothelzellen in MK2-/- Mäusen 
stark gehemmt waren, scheint die Regulation der Endothelzellen vom p38/MK2-Signalweg 
abhängig zu sein. Da diese Endothelzellen mit dem spezifischen Inhibitor von p38 nicht weiter 
gehemmt werden konnten, kann die Rolle weiterer p38-Substrate für diese Regulation 
ausgeschlossen werden. Die Endothelzellen der MK2-/- Aortaringe waren von den anderen 
Zellen umhüllt, welche ihrerseits durch SB203580 in ihrem Wachstum inhibiert wurden. Das 
deutet darauf hin, dass die MK2 selbst nicht an der Regulation der umhüllenden Muskelzellen 
und den Perizyten beteiligt ist. Für die Regulation der umhüllenden Zellen könnten andere p38-
Substrate, wie z. B. MK3, zuständig sein. MK3 ist eins der p38-Substrate, welches eine 
75%ige Homologie mit der MK2 aufweist. Bis jetzt ist jedoch kein Phänotyp dieser Kinase 
bekannt. Eine Überprüfung des Wachstums und der Ausbreitung der Endothelzellen und der 
Perizyten der generierten MK3-knockout-Mäuse (Telliez, JB  und Ronkina, N unveröffentlich)
in dem Aorta-Modell wäre daher sinnvoll.
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In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass MK2 eine wichtige Rolle bei der Regulation von 
uPA und uPAR spielt. Der an seinen Rezeptor gebundene uPA ist als eine Serinprotease u. a. 
an der Angiogenese beteiligt. So stellte sich die Frage, ob MK2 über uPA oder auch über 
andere Substrate an der Regulation der Endothelzellen beteiligt ist? Devy und Kollegen zeigten 
in einem Aorta-Ring-Assay im Mausmodell, dass die Vaskularisation in den uPA-/-, den 
uPAR-/-, den tPA-/- und in den tPA/uPA-/- Mäusen im Vergleich zu WT nicht dramatisch 
verändert war (DEVY et al. 2002). Das Fehlen mancher Komponenten des Plasminogen 
Systems, wie uPA, uPAR oder tPA, kann offensichtlich durch andere Proteine kompensiert 
werden (Bajou et al. 2001). Bei einer Deletion der MK2 sind die Stabilität der uPA-mRNA und 
die Proteinmenge von uPA signifikant gesenkt und gleichzeitig kommt es zu einer starken 
Hemmung des Endothelzellwachstums. Das Fehlen von uPA allein führt im Aorta Ring Assay 
zu keiner Veränderung im Wachstum der Endothelzellen. In MK2-defizienten Mäusen fand 
offensichtlich keine Kompensation durch andere Komponenten des Plasminogen Systems statt. 
Zum einen könnte es sein, dass MK2 auch in die Regulation anderer Komponenten, wie tPA, 
Plasminogen oder Plasminogen Inhibitor 1 bzw. 2 (PAI-1 bzw. PAI-2), involviert ist. 
Interessanterweise konnten Yu und Kollegen in einem yeast tree-hybrid system TTP als ein 
PAI-2-mRNA-bindendes Protein identifizieren (Yu et al. 2003). Zum anderen kann es sein, 
dass MK2 auch andere Faktoren reguliert, die an der Angiogenese beteiligt aber vom
Urokinase Plasminogen System unabhängig sind. 
Devy und Kollegen zeigten parallel, dass die Vaskularisation in PAI-1-/- Mäusen komplett 
unterbunden und in Plasminogen-/- Mäusen signifikant gehemmt war. Eine Zugabe von Serum 
oder von rekombinantem PAI-1 konnte die Vaskularisation in den PAI-1-/- Mäusen 
wiederherstellen. Die Wirkung des PAI-1 ist stark dosisabhängig. In physiologischen 
nanomolaren Konzentrationen (0,1-100 ng/ml) hat PAI-1 eine pro-angiogene und in hohen 
mikromolaren Konzentrationen eine anti-angiogene Wirkung (DEVY et al. 2002). Sollte die 
Reduktion der Vaskularisation in MK2-/- Mäusen an der Proteinsenkung von uPA und PAI-1 
liegen, könnte eine Behandlung mit PAI-1 in einer physiologischen Konzentration das 
Wachstum der Endothelzellen stimulieren. In der vorliegenden Arbeit wurde PAI-1 in einer 
physiologischen Konzentration von 25 ng/ml eingesetzt, zeigte jedoch keine pro-angiogene 
Wirkung in MK2-/- Mäusen. Das bedeutet, dass der Inhibitor in der Abwesenheit der MK2 und 
bei der gesenkten Menge von uPA und möglicherweise von uPAR des Systems die 
Vaskularisation nicht wieder herstellen konnte. Daraus folgt, dass MK2 offensichtlich auch für 
die Regulation anderer Komponenten des Urokinase Plasminogen Systems oder anderer 
Faktoren zuständig ist.  
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Es konnte hier nicht eindeutig gezeigt werden, dass der in dem Aorta Ring Assay beobachtete 
Phänotyp in MK2-/- Mäusen von uPA abhängig ist. Da das Wachstum der Endothelzellen in 
uPA-/- Mäusen in einem ähnlichen Assay nicht beeinträchtigt war (DEVY et al. 2002) und eine 
Zugabe von PAI-1 zu den MK2-/- Aortaringen zu keiner Veränderung bei dem 
Endothelzellwachstum führte, müssten neben uPA auch noch weitere Komponenten des 
Systems oder andere Faktoren, die ebenfalls von der MK2 reguliert werden, an diesem Prozess 
beteiligt sein.
8.2 Die Rolle von MK2 in der Virusinfektion
Organismen haben eine Reihe von Mechanismen entwickelt, die sie und weitere benachbarte 
Zellen bei einer viralen Infektion schützen, wie z.B. die Produktion von Zytokinen und 
Interferonen. So bewirkt eine primäre HSV-Infektion im Wirtsorganismus eine starke 
Zytokinantwort: es werden Interferone, wie IFN-α/β, IFN-γ und Zytokine, wie IL-1β, IL-2, IL-
6, IL-10, IL-12, IL-13, TNF-α, und GM-CSF sezerniert (Mogensen and Paludan 2001b).  
Diese werden zunächst von den infizierten Zellen produziert und können sowohl benachbarte 
Zellen als auch Immunzellen, wie Makrophagen, zu einer weiteren Synthese und Sekretion von
Zytokinen und Interferonen stimulieren, was eine Vervielfachung der primären Produktion zur 
Folge hat. Eine lang anhaltende inflammatorische Antwort ist jedoch auch für den 
Wirtsorganismus schädlich. Die TTP-defizienten Mäuse, in denen es zu einer latent 
gesteigerten TNF-Produktion kommt, erkranken dadurch an Arthritis, Dermatitis, Cachexie, 
Hyperplasie und sterben früh (Carrick et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass das HSV-1 in der 
Lage ist, die TTP-Expression zu stimulieren (Esclatine et al. 2004a; Esclatine et al. 2004b; 
Esclatine et al. 2004c; Taddeo et al. 2002; Taddeo et al. 2004). Diese Literaturdaten konnten in 
der vorliegenden Arbeit in immortalisierten und primären MEFs und Makrophagen bestätigt 
werden (Kapitel 6.2.2 und 6.2.3). Eine HSV-1-Infektion führte in primären und 
immortalisierten WT MEFs und in immortalisierten WT Makrophagen zu einer starken 
Expression von TTP. Diese Stimulation war nicht vom Virusstamm abhängig, da fünf 
verschiedene HSV-1-Stämme, KOS, 17+, F, (KOS)tk12, HSV-1-Bac, das TTP stimulieren 
konnten. Der spezifische Inhibitor von p38 SB203580 konnte die TTP-Expression auf der 
Protein- und auf der mRNA-Ebene signifikant hemmen. Die Expression von TTP auf der 
Ebene des Proteins und der mRNA in MK2 defizienten Zellen war stark reduziert. Das 
korreliert mit den Beobachtungen von Hitti und Kollegen, dass MK2 eine TTP stabilisierende 
Rolle spielt (Hitti et al. 2006). Die TTP-Expression konnte in MK2-/- Zellen weiterhin mit 
SB203580 gesenkt werden. Das spricht dafür, dass entweder p38 selbst oder auch andere 
Substrate von p38 an der Regulation von TTP beteiligt sind. 
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Mäuse sind nach einer TNF-Behandlung vor einer HSV-1-Infektion geschützt (Rossol-Voth et 
al. 1991). Mit LPS stimulierte und anschließend mit HSV-1 infizierte humane Monozyten 
zeigen eine erhöhte TNF-Produktion und eine gesenkte Anfälligkeit für eine HSV-1-Infektion 
(Cipollaro de L'Ero et al. 1998). So könnte es sein, dass TTP-/- Mäuse durch die erhöhte
TNFα-Menge resistenter gegenüber einer Infektion sind. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von TTP durch HSV-1 von MK2 
abhängig ist. In MK2-defizienten MEFs war die Expression von TTP nach einer HSV-1 
Infektion signifikant gesenkt im Vergleich zu WT. Möglicherweise wirkt sich eine HSV-1 
Infektion wie eine LPS Stimulation aus. Nach einer LPS-Behandlung kommt es durch 
p38/MK2-Aktivierung zur erhöhten Zytokinproduktion. MK2 reguliert dabei die Translation 
und die Stabilität von Zytokin-mRNAs (Kotlyarov and Gaestel 2002). Gleichzeitig wird auch 
TTP-Expression stimuliert, das TTP durch MK2 phosphoryliert und stabilisiert. Die TTP-
Phosphorylierung hemmt dabei dessen mRNA-destabilisierende Funktion (Hitti et al. 2006). Es 
wurde postuliert, dass erst dann, wenn p38 und MK2 nicht mehr aktiv sind, TTP 
dephosphoryliert und dadurch aktiviert wird und dann bestimmte ARE-enthaltende mRNAs 
destabilisieren kann. Dadurch wird gewährleistet, dass die inflammatorische Antwort zur 
rechten Zeit ausgeschaltet werden kann. Es wäre denkbar, dass Zellen sich mit Hilfe dieses 
Mechanismus auch bei einer HSV-1 Infektion vor einer lang andauernden erhöhten 
Zytokinproduktion schützen. In primären MEFs erreichte das phosphorylierte p38 sein 
Maximum nach einer achtstünigen Infektion, die Phosphorylierung von Hsp25/27 durch MK2 
war ebenfalls nach acht Stunden am höchsten und nach zehn Stunden immer noch deutlich 
messbar. Das würde dafür sprechen, dass TTP - nach der Theorie von Hitti - frühstens zehn 
Stunden nach einer Infektion mRNAs destabilisieren konnte. Vielleicht stellt das ein 
ausgewogenes Verhältnis zwischen einem antiviralen Schutz und einem Ausschalten der 
Zytokinproduktion zur rechten Zeit dar.   
Vieren haben verschiedene Strategien entwickelt, um der zellulären, antiviralen Antwort 
entgegenzuwirken. Die Expression der meisten zellulären Gene ist während einer 
Virusinfektion gesenkt (Smiley 2004). Das virion host shutoff Protein (vhs), kodiert durch das 
Gen UL41, ist eines der HSV-1-Proteine, das in diesen Prozessen eine Rolle spielt (Esclatine et 
al. 2004a; Esclatine et al. 2004b; Esclatine et al. 2004c; Taddeo et al. 2002; Taddeo et al. 
2004). Studien haben gezeigt, dass die mRNA-Degradation selektiv und eventuell 
sequenzspezifisch ist (Esclatine et al. 2004a; Esclatine et al. 2004b; Esclatine et al. 2004c; 
Taddeo et al. 2002; Taddeo et al. 2004). Von der vhs-abhängigen mRNA-Degradation sind 
viele ARE-enthaltende mRNAs betroffen. Diese Sequenzen sind in mRNAs, die für Onkogene, 
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Transkriptionsfaktoren und Zytokine kodieren, charakteristisch (Chen and Shyu 1995). Eine 
vhs-/- HSV-1-Mutante, bei der die vhs-abhängige mRNA-Degradation nicht stattfinden kann,
war signifikant effektiveres Immunogen als der vhs+/+ Stamm (Smiley 2004). Offensichtlich 
wirkt das vhs als virale RNase, um der zellulären Immunantwort zu entgehen. Auf der anderen 
Seite wurde gezeigt, dass die TTP Stimulation von vhs abhängig ist. Denkbar wäre, dass HSV-
1 die TTP-Stimulation als eine zusätzliche Strategie entwickelte, um die Zytokinantwort bei 
der Infektion verstärkt auszuschalten und dadurch die eigene Replikation zu verbessern. Laut 
Hitti tritt die mRNA-destablilisierende Wirkung von TTP nach einer LPS-Stimulation erst ein, 
wenn p38/MK2 nicht mehr aktiv sind (Hitti et al. 2006). Sollte dieser Mechanismus auch bei 
einer HSV-Infektion zutreffen, wäre eine TTP-Stimulation durch HSV-1 als eine Strategie zum 
Abschwächen der Zytokinproduktion nicht haltbar. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass MK2 
nach einer Infektion von 10 Stunden immer noch Hsp27 phosphorylieren konnte, d.h. aktiv 
war. Das bedeutet, dass TTP in den ersten Stunden der Infektion inaktiv war und keine 
Degradation der Zytokin-mRNAs hervorrufen konnte. Somit wäre auszuschließen, dass HSV-1 
durch eine TTP-Stimulation die eigene Replikation sichern sollte. Vermutlich handelt es sich 
hier eher um einen zellulären Mechanismus, der die Zytokinantwort nach der Infektion, ähnlich 
wie nach einer LPS-Stimulation, ausschaltet. 
Auf der anderen Seite stimulieren ausgewählte RNA-Viren, das Canine Distemper Virus 
(CDV) und das Masernvirus (MV), die TTP Expression nicht. Wenn TTP nicht stimuliert wird, 
übernehmen möglicherweise andere ARE-bindende Faktoren, wie AUF2, FBP1, FBP2, TIA-1 
und TIAR eine ähnliche Funktion, oder diese Viren nutzen andere Strategien, die nichts mit 
mRNA-Stabilität zu tun haben (Dean et al. 2004; Neininger et al. 2002). Möglicherweise wird 
der p38/MK2-Signalweg durch diese Viren nicht aktiviert, weshalb auch TTP nicht stimuliert
wird. Das Vesicular Stomatitis Virus (VSV) konnte hingegen die TTP-Expression hemmen. Es 
könnte sein, dass durch eine TTP-Hemmung die Zytokinantwort nach der Infektion über 
längere Zeit aufrechterhalten wird, was sich letztendlich zusätzlich schädigend auf die 
infizierten Zellen auswirkt. 
Die Rolle der MK2 bzw. des TTP bei der HSV-1 Infektion sollte in biologischen Assays, die 
auf der Zytokinproduktion basieren, untersucht werden. Zunächst wurde der Viruseintritt 
untersucht, da dieser u.a. über Rezeptoren der TNF Rezeptor Familie vermittelt wird 
(Montgomery et al. 1996). Es wurde beschrieben, dass eine Inhibierung der viralen Replikation 
durch TNF besonders durch eine Hemmung des Viruseintrittes gewährleistet wird (Herbein 
and O'brien 2000). Weil in LPS stimulierten Zellen eine dramatische Senkung der TNFα-
Produktion beobachtet wurde (Kotlyarov et al. 1999), wäre ein erhöhter Viuseintritt in MK2 
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defizienten Zellen denkbar. In immortalisierten MEFs und Makrophagen war der Viruseitritt in 
die MK2-/- Zellen fünffach bzw. dreifach stärker als in WT Zellen. Leider hat sich dieser 
Effekt in primären Zellen nicht bestätigt. Durch eine Generierung neuer Klone immortalisierter
MEFs wurden Hinweise dafür gefunden, dass der Phänotyp der immortalisierten Zellen 
möglicherweise auf die Transformation zurückzuführen ist. In primären MEFs konnten keine 
Unterschiede in der viralen Expresion beobachtet werden, was auch mit der Bildung und der 
Größe der Plaques korrelierte.      
Im Weiteren wurde ein Zytotoxizitätstest durchgeführt, um quantitativ das Sterben der 
verschiedenen Zellen bei einer HSV-1-Infektion zu ermitteln. Das Zellsterben tritt nach einer 
erfolgreichen Virusreplikation ein und stellt somit das Ergebnis aller viralen und zellulären 
Mechanismen, welche auch die Zytokinproduktion beinhalten, dar. In der Regel sollte sich eine 
erhöhte Zytokinproduktion auch autokrin bemerkbar machen und den Zellen eine erhöhte 
Resistenz gegen eine Infektion verleihen. Die MK2-/- und TTP-/- Zellen zeigten in diesem 
Assay eine erhöhte Resistenz. Es wäre zu erwarten, dass es in MK2-/- Zellen, bei denen eine 
dramatische Reduktion von TNFα, IL6 und IL10 beobachtet wurde (Kotlyarov and Gaestel 
2002; Kotlyarov et al. 1999), zu einer gesenkten Resistenz der Zellen nach einer Infektion 
kommt. Beispielweise wurde gezeigt, dass MK2-/- Mäuse eine gesenkte Resistenz gegenüber
einer Listeria monocytogenes Infektion aufweisen (Lehner et al. 2002). Eine effiziente zelluläre 
Abwehr ist von einer intakten inflammatorischen Antwort abhängig. Die mit HSV-1 infizierten 
MK2-/- Zellen zeigten jedoch eine vierfach höhere Resistenz im Vergleich zu WT. Parallel 
zeigten die TTP-defizienten MEFs eine achtfach höhere Resistenz. Die TTP-/- Mäuse weisen 
eine erhöhte Konzentration an TNFα im Blut auf (Carrick et al. 2004). Diese erhöhte 
Konzentration an TNFα und möglicherweise an anderen Zytokinen könnte diesen Zellen eine 
bessere Resistenz vermittelt haben. TNFα behandelte Zellen weisen eine erhöhte Resistenz 
gegenüber einer HSV-1 Infektion auf (Rossol-Voth et al. 1991). Somit geht dieses Ergebnis 
mit den Literaturdaten konform. Konsequenterweise könnte erwartet werden, dass die MK2-/-
Zellen eine verminderte Resistenz gegen HSV-1 im Vergleich zu WT aufweisen. Diese 
überlebten jedoch besser als WT. Das Ergebnis in MK2-/- Zellen lässt vermuten, dass das 
beobachtete Zellensterben nicht allein auf die Produktion von Zytokinen, wie TNFα
zurückzuführen ist.  Eine Virusinfektion kann in den Zellen Apoptose auslösen. Eine Induktion 
der Apoptose in der frühen Phase der Infektion würde jedoch eine Virusreplikation limitieren, 
daher haben viele Viren Strategien entwickelt, die Apoptose zu inhibieren (Zachos et al. 2001). 
Auf der anderen Seite können manche Viren Apoptose in der späten Phase der Infektion 
stimulieren, was die Verbreitung der Viren erleichtert (Teodoro and Branton 1997). HSV-1 
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kann eine apoptotische DNA-Fragmentierung und Zellsterben inhibieren (Koyama and Miwa 
1997) und gleichzeitig das antiapoptotische Protein Bcl-2 stimulieren (Zachos et al. 2001). 
HSV-1 hemmt dabei die p38-abhängige Destabilisierung von Bcl-2, was mit gesenkter
Apoptose und erhöhter Replikation korreliert (Zachos et al. 2001). So könnte es sein, dass 
dieser Prozess in den MK2-/- Zellen gestört ist und die Zellen dadurch besser überleben. 
In einem Plaque Reduction Assay  sollte die gesamte Zytokinproduktion in den verschiedenen 
Zellen untersucht werden. Die Überstände infizierter Zellen, die möglicherweise Zytokine 
enthielten, wurden auf infizierte Verozellen gegeben. Sollten die Überstände unterschiedliche 
Zytokinmengen beinhalten, könnte sich das in dem Ausmaß der Infektion in den Verozellen 
bemerkbar machen. Die Infektion der Verozellen verlief jedoch unabhängig von den 
verschiedenen Überständen gleich. Es konnten weder Unterschiede zwischen 
Zellkulturüberständen der MEFs noch der Makrophagen festgestellt werden. Auch in der 
Kontrolle mit STAT1+/+ und STAT1-/- MEFs konnten in diesem Assay keine Unterschiede 
beobachtet werden. STAT1-/- MEFs produzieren zwar kein IFNα, können aber weiterhin IFNβ
produzieren. In diesem Assay wird ein Gemisch aller antiviralen Zytokine gemessen. So kann 
es sein, dass die Produktion mancher Zytokine inhibiert ist, diese werden aber von anderen 
antiviralen Substanzen, anderen Zytokinen ausgeglichen. Diese Hypothese wird besonders 
dadurch verstärkt, dass das rekombinante IFNα signifikant eine protektive Wirkung auf die 
infizierten Verozellen zeigte. 
In dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass eine HSV-1 Infektion den p38/MK2-Signalweg
aktiviert. Auch eine Stimulation von TTP-Expression konnte beobachtet werden. Die 
Stimulation von TTP durch HSV-1 scheint durch einen ähnlichen Mechanismus reguliert zu 
werden, wie eine LPS stimulierte TTP-Expression. Mit der erhöhten Menge von TNF in TTP-
defizienten Mäusen korreliert die Beobachtung, dass TTP-/- MEFs eine sechsfach höhere 
Resistenz im Vergleich zu WT gegenüber einer HSV-1 Infektion aufwiesen. Obwohl in MK2-
/- die Produktion mancher Zytokine, wie TNFα, IL-6, IL-10 reduziert ist (Kotlyarov et al. 
1999), zeigten die MK2-/- MEFs eine dreifach höhere Resistenz im Vergleich zu WT. Das
könnte eventuell mit einer gestörten Apoptose zusammenhängen. Weder der Viruseintritt noch 
die im Plaque Assay untersuchte Zytokinproduktion wiesen Unterschiede zwischen WT, MK2-
/- und TTP-/- Zellen auf. Möglicherweise sollten in diesem Zusammenhang einzelne Zytokine 




8.3 Physiologische Bedeutung der Immortalisierung von Zellen
Primäre Zellen haben in Kultur eine begrenzte Lebensdauer, d.h. sie stellen nach einer 
endlichen Zahl von Zellteilungen ihr Wachstum ein. Beispielweise teilen sich menschliche 
Fibroblasten in der Kultur ca. 50 mal (HAYFLICK and MOORHEAD 1961), während murine 
Zellen bereits nach 8-10 Zellteilungen das Replikationslimit erreichen. Dies korreliert mir der
Verkürzung der Telomere. In humanen Zellen findet eine Verkürzung der Telomere bei jeder 
Zelltilung statt und es wird angenommen, dass das mit dem beobachtetn Replikationslimit 
zusammenhängt (Harley et al. 1990). Es wurde gezeigt, dass durch eine Überexpression der 
Telomerase eine Immortalisierung humaner Zellen erzielt werden kann (Bodnar et al. 1998; 
Steinert et al. 2000). Dieses Enzym verhindert die Telomerverkürzung, indem es mehrere 
Wiederholungen der Sequenz „TTAGGG“ an die Chromosomenenden anfügt. Die begrenzte 
Teilungsfähigkeit primärer Zellen, auch Zellalterung genannt, stellt den wesentlichen Nachteil 
dieser Zellen dar. So sind Zelllinien in vielen naturwissenschaftlichen Disziplinen zu einem 
wichtigen Werkzeug geworden, da sie praktisch in unbegrenzter Menge zur Verügung stehen. 
Ein weiterer Vorteil der Zelllinien sind ihre konstanten Eigenschaften, während sich 
verschiedene Chargen oder Passagen primärer Zellen häufig stark voneinander unterscheiden. 
Für die Etabliegung einer Zelllinie müssen Mechanismen, die das Replikationspotential der 
Zellen abschwächen, außer Kraft gesetzt werden. Das kann in der Kultur spontan durch 
Mutationen von Tumorsuppressoren oder durch eine Überexpression viraler Onkogene 
geschehen. In dem s.g. 3T3-Protokoll wurde beschrieben, dass es in murinen embryonalen 
Fibroblasten durch eine bestimmte Art von Passagieren zu spontanen Muttionen kommt, die 
manchen dieser Zellen eine weitere Proliferation ermöglicht (Todaro and Green 1963). Später 
wurde gezeigt, dass in Zellen, die nach dem 3T3-Protokoll immortalisiert wurden, bestimmte 
Tumorsuppressoren, wie p53 (Harvey and Levine 1991; Rittling and Denhardt 1992), p16Ink4a 
oder p19Arf (Kamijo et al. 1997) inaktiviert wurden. In den meisten Fällen werden jedoch 
gezielte Immotralisierungen mit Hilfe viraler Onkogene durchgeführt, wie beispielweise 
Simian Virus 40 (SV40) Large T Antigen, E6 und E7 der humanen Papillomaviren oder die 
adenovirale Proteine E1a und E1b. Allgemein kann man sagen, dass diese Onkogene 
Tumorsuppressoren, wie das p53 und das Retinoblasotma Protein (pRB), inaktivieren. Zellen, 
die durch Onkogene immortalisiert wurden, werden als transformierte Zelllinien bezeichnet, da 
sie tumorigen sind (Drayton and Peters 2002). 
Onkogene lösen in den Zellen, neben der Immortalisierung, enorme Veränderungen aus und 
beeinflüssen ihre Physiologie. Nach einer Transformation können verschiedene 
morphologische und physiologische Veränderungen, wie abgeschwächte Abhängigkeit von 
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Wachstumsfaktoren, Verlust der Kontaktinhibition, Fähigkeit zum Wachstum im Weichagar, 
Abrundungen des Zellkörpers und Stressfaser, beobachtet werden. Somit können sich 
transformierte Zellen von ihren Vorläuferzellen deutlich unterscheiden.
In dieser Arbeit konnten signifikante Unterschiede zwischen den primären und den 
immortalisierten Zellen in zellulären Assays,  wie der Viruseintritt- oder der Zellproliferation-
und der Caspase 3/7-Messung, nach einer UV-Stimulation gezeigt werden. Die Ergebnisse, die 
mit immortalisierten Zellen reproduzierbar und durch einen Rescue-Versuch gesichert waren, 
konnten in primären Zellen nicht bestätigt werden. In einem weiteren Schritt wurden durch das 
Einbringen des Simian Virus 40 (SV40) Large T Antigen in die primären MEFs neue Klone 
von immortalisierten MEFs generiert und untereinander verglichen. Während die
Zellproliferation der mit UV induzierten Klone gleich war, konnten signifikante Unterschiede 
beim Viruseintritt gezeigt werden. Daurch wurde besonders deutlich, dass eine Transformation 
die Physiologie der Zellen grundlegend verändern kann und dass auch Unterschiede zwischen 
einzelnen Klonen immortalisierten Zellen bestehen können. Eventuell ist das darauf
zurückzuführen, ob und wie die Onkogene in das Genom der Zellen integriert wurden.
Im Weiteren konnte in dieser Arbeit beobachtet werden, dass die auf die gleiche Art isolierten 
RNA-Mengen aus primären Zellen wesentlich niedriger waren als die isolierten RNA-Mengen 
aus immortalisierten Zellen. Ronkina konnte zeigen, dass die MK3-Menge auf der Protein- und 
mRNA-Ebene signifikant höher in primären als in immortalisierten MEFs ist (Ronkina, N, 
unveröffentlich). So konnte die Proteinkinase MK3 in primären MEFs schwach in den WT und 
in den MK2-/- Zellen sowohl auf der Protein- als auch der mRNA-Ebene detektiert werden. Im 
Gegensatz dazu konnte in den immortalisierten WT MEFs  - auch bei einer zweifachen 
Proteinmenge im Vergleich zu primären MEFs - kein MK3 detektiert werden. Auch die 
detektierte Menge in immortalisierten MK2-/- MEFs war schwächer als in den primären MK2-
/- MEFs. 
Aufgrund dieser Ergebnisse stellt sich die generelle Frage, ob immortalisierte Zellen ein gutes 
Modell für die Aufklärung physiologischer Fragestellungen sind. Zelllinien mit einem 
konstitutiv exprimierten Onkogen eignen sich nur bedingt für Untersuchungen molekularer 
Prozesse, da das Onkogen oder seine Effektoren mit diesen Prozessen interferieren können. 
Zum einen unterscheiden sich immortalisierte und primäre Zellen, zum anderen können sich 
verschiedene Klone der immortalisierten Zellen unterschiedlich verhalten. Primäre Zellen 
stellen jedoch keine perfekte Alternative dar, da sie eine begrenzte Lebensdauer aufweisen und 
verschiedene Chargen und Passagen dieser Zellen unterschiedlich sind. So sollten möglichst 
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junge primäre Zellen in der gleichen Passage verwendet werden. Versuche in Zellkultur in 
vitro sollten letztendlich durch in vivo Experimente bestätigt werden.
Es wurde eine modernisierte Methode der Immortalisierungen, die s.g. konditionale 
Immortalisierung, welche eine strikte transkriptionelle Regulation des immortalisierenden 
Gens ermöglicht, entwickelt. Hierzu wurde ein modifiziertes Tet-abhängiges autoregulierendes 
System genutzt, welches alle nötigen Komponenten für Regulation, Selektion und 
Immortalisation (Simian Virus 40 (SV40) Large T Antigen) auf einem Plasmid pRITA 
(Reversible Immortalisierung mittels TAg) besaß (May et al. 2004). Trotzt Basalexpression der 
rekombinanten Gene dieses Systems konnte eine sehr stringente Proliferationskontrolle erreicht 
werden. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass die pRITA-Zellen sich weiterhin stark 
von den primären unterscheiden. Trotzdem bringt dieses System einen Vorteil mit sich, eine 





MK2 ist an der Regulation von uPA und uPAR auf der Ebene der mRNA-Stabilität beteiligt. 
TTP ist eines der Proteine, die die mRNA-Stabilität von uPA negativ beeinflussen. Neben TTP 
gibt es auch andere MK2-abhängige Faktoren, die die Transkription und/oder die Stabilität von 
uPA regulieren. Es sollten weitere Proteine, wie AUF2, FBP1, FBP2, TIA-1 und TIAR bei der 
Regulation von uPA und uPAR untersucht werden, da diese an die AREs binden können (Dean 
et al. 2004; Neininger et al. 2002). 
Da nicht eindeutig gezeigt werden konnte, dass uPA für das verminderte 
Endothelzellwachstum in einem Angiogenesemodell verantwortlich ist, müssten andere 
Komponenten des Urokinase Plasminogen Systems, wie uPAR, Plasminogen, PAI-1 und PAI-
2 im weiteren auf der Protein- und der mRNA-Ebene untersucht werden. Auch andere 
Faktoren, die an der Angiogenese beteiligt sind, und möglicherweise AREs die in der 3’-
nichttranslatierten mRNA enthalten sind, wären in diesem Zusammenhang von Bedeutung. In  
der Literatur sind kontroverse Daten über die p38-abhängige uPA-mRNA-Regulation zu finden 
(Frevel et al. 2003; Montero and Nagamine 1999). Es muß beachtet werden, dass sich p38 - in 
Abhängigkeit vom Stimulus oder vom Zellsystem - stablisierend oder destabilisierend auf 
uPA-mRNA auswirken kann.  
In dem Aorta Ring Modell sollte neben dem PAI-1, welches der wichtigste Inhibitor des 
uPA/uPAR-Komplexses ist, auch PAI-2 untersucht werden. Vitronectin kann an den uPA-
Rezeptor binden und dadurch die Zellmigration stimulieren. 
Die Aktivierung sowohl von p38 als auch von TTP durch HSV-1 wurde in dieser Arbeit 
bestätigt. Die TTP-Regulation in HSV-1 infizierten Makrophagen verlief ähnlich wie in LPS 
stimulierten Makrophagen. Vesicular Stromatitis Virus, ein RNA-Virus, inhibierte die 
Expression von TTP. Möglicherweise handelt es sich hier um einen viralen Mechanismus, der
die Zellschädigung und dadurch die Verbreitung der Viren verstärkt. Eine weitergehende 
Untersuchung dieses Mechanismus wäre auch aus medizinisch-therapeutischen Gründen 
sinnvoll. 
Offensichtlich führt eine Deletion von TTP zu einer erhöhten Resistenz gegen HSV-1 im 
Vergleich zu WT und MK2-/-. Überraschenderweise waren auch die MK2-/- Zellen resistenter 
als WT. Eine Untersuchung der Apoptose parallel zu einer Messung der Zellvitalität der 
infizierten Zellen sollte zunächst erfolgen. Auch die Stabilität und die Halbwertszeit des Bcl-2 
Proteins in den MK2-/- Zellen sollte untersucht werden.  
Ausblick
111
Da beim Vergleich der protektiven Wirkung der Überstände infizierter Zellen keine 
Unterschiede festgestellt werden konnten, sollten mögliche Unterschiede in der 
Zytokinproduktion von WT, MK2-/- und TTP-/- Zellen durch eine Messung der einzelnen 
Zytokine untersucht werden.
Alle weiteren Untersuchungen sollten möglichst in primären Zellen, wie MEFs, Makrophagen 
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